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 Os objetivos do presente estudo foram avaliar, em defeitos do tipo fenestração, não 
contaminados previamente pelo biofilme dental bacteriano, em ratos, na presença ou na ausência de 
fumaça de cigarro (IFC): 1- o efeito das proteínas derivadas da matriz do esmalte (PDME) no padrão 
de cura, histometricamente; 2- o número de osteoclastos na região dos defeitos, através da 
histoquímica, pela reação de fosfatase ácida resistente ao ácido tartárico (TRAP). Para isto, 22 ratos 
Wistar, machos e adultos foram aleatoriamente divididos em 2 grupos: 1- IFC (n=11) e 2- Controle 
(n=11). Após 30 dias do início da IFC, os animais dos 2 grupos foram submetidos à cirurgia de 
criação dos defeitos periodontais tipo fenestração. O estudo seguiu o padrão de boca dividida. 
Portanto, os grupos foram aleatoriamente divididos em dois subgrupos: Lado A- direito - sem 
tratamento; Lado B- esquerdo – tratamento com as proteínas derivadas da matriz do esmalte 
(PDME). Os animais foram sacrificados 21 dias após a criação dos defeitos e secções histológicas 
de rotina foram preparadas. Os seguintes parâmetros histométricos foram avaliados: 1-extensão do 
defeito remanescente, porcentagem de preenchimento do defeito, densidade do novo osso e 
extensão de novo cemento. Foi ainda avaliado o parâmetro histoquímico de número de osteoclastos 
na região do defeito, em ambos os grupos e subgrupos. A análise intergrupo demonstrou que o 
grupo 1 apresentou densidade óssea significativamente reduzida quando comparada ao grupo 2 
(P≤0.05). A análise intragrupo revelou que as PDME influenciaram significativamente o 
preenchimento do defeito e a extensão de novo cemento, em ambos os grupos (P≤0.05). O número 
de osteoclastos foi numericamente maior no grupo 1 (p>0.05) e as PDME aumentaram 
significantemente o número dessas células no grupo 2 (P≤0.05). Dentro dos limites do presente 
estudo, conclui-se que as proteínas derivadas da matriz do esmalte produziram melhora do reparo 
periodontal na presença dos compostos do tabaco. No entanto, as proteínas derivadas da matriz do 
esmalte não foram capazes de contornar os efeitos negativos da fumaça de cigarro.   
Palavras chave: tabagismo, proteínas derivadas da matriz do esmalte, regeneração periodontal, 







             
 
 This study aimed at evaluating the impact of enamel matrix derivative proteins (EMP) on a 
periodontal healing model in the absence of plaque biofilm in rats exposed to cigarette smoke 
inhalation (CSI). Wistar rats (n= 22) were assigned to two groups: Group 1, CSI (n=11); Group 2, 
control (n=11). Thirty days after CSI fenestration defects were created buccally at the distal root of 
the first mandibular molar. The study followed a split-mouth design. After the surgery both groups 
were randomicaly assigned to two subgroups: A, self-healing and B, treatment with EMP. The 
animals were killed 21 days later and their mandibles processed for histological examination. The 
percentage of bone fill, density of newly formed bone, extension of the remanescent deffect and 
cementum formation were assessed histometrically. Osteoclast number was determined by tartrate-
resistant acid phosphatase (TRAP).  Intergroup analysis demonstrated, compared to the control, that 
CSI was associated with a reduced rate of bone repair, and EMP was associated with an increased 
bone fill and cementum formation, in both groups. TRAP positive osteoclasts number was 
numerically higher in CSI group, when compared with  control group, and EMP significantly enhanced 
the number of these cells in group 2. Within the limits of the present study, it can be concluded that 
although the regenerative treatment increased bone fill and cementum formation, EMP did not 
neutralized the detrimental effect of tobacco smoke in the healing capacity of periodontal tissues.  
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 O processo de cura de tecidos danificados requer a participação de moléculas inflamatórias 
e de células, envolvendo vários estágios: inflamação, formação de tecido de granulação e 
remodelação tecidual. O tipo de reparo depende da disponibilidade de células apropriadas, 
mediadores solúveis e produção de matriz extracelular (Mckay, 1997).  A matriz extracelular 
executa um importante papel na regeneração periodontal, regulando os eventos necessários para a 
mesma. A síntese e a deposição de mediadores solúveis acontecem coordenadamente à síntese e 
deposição de macromoléculas da matriz extracelular. Além disso, esta substância regula a 
expressão gênica de fatores de crescimento e seus receptores, mas os mecanismos deste processo 
ainda não são claros (Adams & Watt, 1993; Ruoslahti & Reed, 1994; Gumbiner, 1996; Assoian & 
Zhu, 1997; Danen et al., 1998).  A cura dos tecidos periodontais pode ocorrer através do reparo 
(nova inserção, formação de epitélio juncional longo e adesão conjuntiva) ou através da regeneração 
periodontal, processo em que há a reconstituição funcional do osso alveolar, cemento e ligamento 
periodontal (Glossary of Periodontal Terms, 2001).   Nos estágios iniciais, proteínas plasmáticas, 
principalmente o fibrinogênio, precipitam na região da lesão. Depois disso, um infiltrado inflamatório 
de neutrófilos descontamina a ferida, enquanto macrófagos migram para a região removendo células 
mortas e substâncias residuais, além de secretarem fatores de crescimento que estimulam a 
proliferação de fibroblastos, produção de matriz e angiogênese (Wikesjo & Selvig, 1999). Nos 
estágios de maturação e remodelação, o tipo de tecido formado dependerá, em grande parte, do 
fenótipo das células que povoarem a lesão (Melcher, 1976). Estudos têm demonstrado que células 
mesenquimais indiferenciadas do ligamento periodontal são responsáveis, em parte, pela síntese do 
sistema de fibras dentogengivais, além de terem o potencial para diferenciar-se em cementoblastos 
e osteoblastos, sendo assim, essenciais para a regeneração periodontal (McCulloch e Melcher, 
1983, Pitaru et al. 1994). 
 Determinados fatores podem interferir no comportamento da inflamação e do reparo dos 
tecidos. Alguns desses fatores, como infecções, corpos estranhos, tamanho e localização da ferida, 
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exercem influência local (Cotran et al. 2000). Outros fatores, como nutrição, idade, diabetes mellitus 
e consumo de cigarros, exercem ação sistêmica (Kornman & Robertson, 2000). O tabagismo tem 
sido considerado fator de risco (Adler et al. 2008,Salen et al. 2008, Laxman et al, 2008). Evidências 
demonstram que o tabagismo leva à maior severidade e incidência de doença periodontal 
(Kerdvongbundit & Wikesjo, 2002), influencia negativamente a cicatrização periodontal após diversos 
procedimentos terapêuticos como raspagem e alisamento radicular associada ou não a 
antimicrobianos (Jin et al. 2000, Williams et al. 2001), terapia cirúrgica (Scabbia et al. 2001) e 
durante a fase de manutenção após a terapia ativa (Kaldahl et al. 1996, Matuliene et al. 2008). Além 
disso, uma cicatrização comprometida após terapias regenerativas em defeitos intra-ósseos (Tonetti 
et al. 1995, Stavropoulos et al. 2004), mais retrações gengivais (Trombelli & Scabbia, 1997, Martins 
et al. 2004, Erly et al, 2006, Silva et al. 2006, 2007, Andia et al. 2007) e lesões de furca (Hoffman et 
al. 2006, Machtei 2003, Trombelli et al. 2003, Kerdvongbundit & Wikesjö, 2000, Luepk et al. 1997, 
Mulally & Linden, 1996) já foram relatados. Em modelos animais, observou-se que a inalação da 
fumaça de cigarro pode promover um menor preenchimento ósseo ao redor de implantes (Nociti et 
al. 2002 a) e uma menor densidade óssea na região adjacente a implantes em tíbias de ratos (Nociti 
et al. 2002 b). Estudos clínicos evidenciam que tabagistas apresentam menores taxas de sucesso de 
implantes que não-fumantes (Bain & Moy 1993, De Bruyn & Collaert 1994, Lambert et al. 2000). 
Além disso, existe um efeito negativo ao redor de implantes osseointegrados com sucesso (Lindquist 
et al. 1997, Haas et al. 2000, Roos-Jansaker et al. 2006), como uma maior incidência de mucosite e 
peri-implantite e uma maior taxa de perda óssea marginal (Strietzel et al. 2007; Heitz-Mayfield 2008). 
 A nicotina é o componente da fumaça de cigarro mais comumente relacionado à reparação 
tecidual prejudicada e maior progressão da doença periodontal. Esta substância (Nicotiana tabacum) 
é um dos componentes do cigarro mais estudados. Sabe-se que esta droga é responsável pela 
dependência química, física e psicológica causadas pelo cigarro (Sallette et al. 2005, Castane et al. 
2005, Tutka et al. 2005). Algumas investigações têm relatado alguns efeitos da nicotina sobre o 
tecido ósseo. Estudos histométricos em ratos demonstraram que injeções de nicotina aumentaram a 
perda óssea na região de furca de dentes submetidos à indução de doença periodontal (Nociti et al. 
2000, 2001). Em culturas de células, a nicotina parece estimular a diferenciação de osteoclastos e a 
reabsorção de fosfato de cálcio (Henemyre et al. 2003) e pode levar à inibição da proliferação de 
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células ósseas e da síntese de matrix extracelular (Walter et al. 2001, Akmal et al. 2004). Silcox et al 
(1995) sugerem que, o osso neoformado, na presença de nicotina sistêmica, tem propriedades 
mecânicas inferiores e Feitelson et al (2003), afirmam que a nicotina produz uma redução crônica do 
fluxo sanguíneo no tecido ósseo.  
 No entanto, a nicotina é apenas uma das 4700 substâncias tóxicas presentes na fumaça do 
cigarro e alguns estudos têm demonstrado que os outros componentes do tabaco também podem 
ter influência sobre o tecido ósseo. A acroleína e o acetaldeído, substâncias presentes no cigarro, 
promoveram uma diminuição da proliferação e adesão de fibroblastos, células importantes para o 
processo de cicatrização (Cattaneo et al. 2000).  Akhter et al. (2003) sugerem que outros 
componentes do cigarro, diferentes da nicotina, são responsáveis pela diminuição da densidade 
óssea e pelo aumento do risco de fraturas observados em fumantes. Gullihorn et al. (2005), 
observaram que a nicotina estimulou o metabolismo de células ósseas e a fumaça de cigarro 
exerceu um efeito inibitório, sugerindo que o atraso na cicatrização de fraturas em pacientes 
fumantes pode ser atribuído aos outros componentes da fumaça de cigarro.  No intuito de melhor 
simular o efeito do tabagismo sobre os tecidos, avaliando a fumaça de cigarro como um todo, o 
modelo de fumo passivo tem sido utilizado em diversas áreas da saúde. Na medicina, este modelo 
tem sido usado, por exemplo, para elucidar os mecanismos pelos quais a fumaça de cigarro 
aumenta o risco de ocorrência de enfisema pulmonar (Xu et al. 2004, Valenca et al. 2004), doenças 
cardiovasculares (Penn & Snyder, 1996, Gvozdjakova et al. 1999) e de alterações no tecido ósseo 
(Ueng, 1997, 1999, Lee et al. 2002, Oda et al. 2004). Na odontologia, uma série de estudos recentes 
avaliou o efeito da inalação da fumaça de cigarro (IFC) no tecido ósseo ao redor de implantes. A 
inalação intermitente de fumaça de cigarro pode prejudicar a qualidade óssea ao redor de implantes 
de titânio inseridos em ratos (Nociti et al. 2002). César Neto et al (2003) realizaram um estudo 
comparativo dos efeitos da administração de nicotina e da IFC ao redor de implantes de titânio, 
observando-se que a fumaça de cigarro exerceu influência negativa no contato osso/implante e no 
preenchimento ósseo das roscas tanto na região cortical como na região medular. Em contraste, a 
administração de nicotina influenciou o preenchimento ósseo das roscas somente na região 
medular. Benatti et al (2005), avaliaram a influência da IFC e da nicotina sobre a regeneração 
espontânea dos tecidos periodontais e observaram que a IFC reduziu significativamente a densidade 
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do novo osso e o preenchimento do defeito. Além disso, não ocorreu formação de novo cemento na 
região do defeito. Os autores concluem que a fumaça de cigarro pode influenciar negativamente a 
regeneração periodontal em ratos.  
 A doença periodontal é uma doença de alta prevalência que causa destruição do tecido 
conjuntivo, perda de inserção e reabsorção de osso e cemento. As inúmeras opções terapêuticas 
para o tratamento da doença periodontal enfocam a eliminação da infecção bacteriana e a 
estabilização do nível de inserção clínica. Apesar do sucesso clínico obtido com as técnicas 
convencionais, o objetivo principal da terapia periodontal, a formação de osso cemento e ligamento 
periodontal não têm sido alcançado, já que, na maioria das vezes observa-se formação de epitélio 
juncional longo, ausência de inserção de fibras orientadas ou limitada ou ausência de formação de 
cemento (Caton & Greenstein 1993, Bartold et al. 2000, Sculean et al. 2008). Técnicas têm sido 
desenvolvidas para guiar os componentes celulares do periodonto a agir diretamente no processo 
regenerativo, tendo como base o desenvolvimento natural dos tecidos periodontais. Neste contexto, 
tem-se indicado a utilização de proteínas derivadas da matriz de esmalte (PDME) (Hammarstrom, 
1997, Heijl et al. 1997), que consiste num material absorvível, composto de amelogeninas e 
proteínas relacionadas, que são derivadas de partes do germe dentário de suínos. A sua utilização 
está relacionada ao conhecimento do papel destas proteínas durante o desenvolvimento 
embriogênico da raiz dental. Uma série de estudos in vitro tem demonstrado que o PMDE possui a 
capacidade de estimular a produção de osteoblastos e inibir a osteoclastogênese, favorecendo 
assim a neoformação óssea (He et al. 2004, 2005, Pischon et al, 2006). Estudos in vivo indicam que 
o PMDE é uma alternativa para regeneração periodontal em defeitos de furca e intra-ósseos (Tonetti 
et al. 2002, Donos et al. 2003, Sculean et al, 2005). Além disso, estudos clínicos longitudinais e 
controlados com defeitos intra-ósseos, demonstraram ganho de inserção e redução de profundidade 
de sondagem significativos com o uso de PMDE (Pontoriero et al. 1999, Tonetti et al. 2002, Sculean 
et al. 2001, 2005) e estudos com lesões de bifurcação apresentaram resultados favoráveis quando 
utilizado o PDME em lesões de bifurcação classe II mandibulares (Donos et al. 2003, Jepsen et al. 
2004, Meyle et al. 2004, Hoffman et al, 2006, Casarin et al. 2008).  
 Levando-se em consideração os possíveis benefícios trazidos pelo uso das proteínas 
derivadas da matriz de esmalte na regeneração periodontal, os efeitos negativos da IFC sobre a 
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regeneração espontânea dos tecidos periodontais e a ausência de estudos que avaliem a influência 
do PMDE sobre o reparo dos tecidos periodontais na presença de compostos do tabaco, o presente 
trabalho objetivou avaliar, em defeitos do tipo fenestração, não contaminados previamente pelo 
biofilme dental bacteriano, em ratos, na presença ou na ausência de fumaça de cigarro (IFC): 1- o 
efeito das proteínas derivadas da matriz do esmalte (PDME) no padrão de cura, histometricamente; 
2- o número de osteoclastos na região dos defeitos, através da histoquímica, pela reação de 


















2 REVISÃO DE LITERATURA 
             
2.1 Tabagismo 
 
2.1.1 Impacto do consumo de cigarro de tabaco na saúde geral 
  
 O tabagismo é fator de risco para seis das oito principais causas de morte no mundo. Além 
disso, é considerado a segunda causa de morte evitável em todo o mundo pela Organização 
Mundial da Saúde (OMS – World Health Organization - WHO). A OMS estima que um terço da 
população mundial adulta, isto é, um bilhão e 200 milhões de pessoas (dentre as quais 200 milhões 
de mulheres), sejam fumantes. Pesquisas comprovam que aproximadamente 47% de toda a 
população masculina e 12% da população feminina no mundo fumam. Enquanto nos países em 
desenvolvimento os fumantes constituem 48% da população masculina e 7% da população feminina, 
nos países desenvolvidos a participação das mulheres mais do que triplica: 42% dos homens e 24% 
das mulheres têm o hábito de fumar (WHO, 2008). A OMS estima que seis milhões de pessoas 
morram todo ano devido a problemas relacionados ao tabagismo. Estima-se ainda, que o tabagismo 
será correlacionado a 10 milhões de mortes em 2030 (WHO, 2008). No Brasil, a estimativa é de que 
existam 200 mil mortes por ano devido ao tabagismo (Cavalcanti, 2001). A previsão para meados 
deste século é que a pandemia tabágica, conduzida pela dependência da nicotina, será a maior 
causa de morte, vitimando mais do que tuberculose, AIDS, acidentes de tráfego, homicídios, 
suicídios, drogas ilegais e alcoolismo, somados (PAHO, 2000). Informações como essa, têm atraído 
a atenção dos pesquisadores para o estudo das conseqüências do consumo de cigarros em eventos 
biológicos.  
 O impacto do consumo de cigarros na saúde geral tem sido amplamente discutido na 
literatura médica. Sabe-se que o hábito de fumar está intimamente relacionado a um maior risco de 
doenças cardíacas e vários tipos de câncer. Observa-se ainda uma forte correlação com doenças 
cardiovasculares (Prugger et al. 2008), doenças vasculares periféricas (Aronow et al. 1994, 
Aurebach et al. 1996, U.S. Department of Health and Human Services, 2004, Rosemberg, 2004, 
Fielding et al. 1998), doença obstrutiva pulmonar crônica (Hogg & Timens, 2008), bronquite crônica, 
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enfisema pulmonar e câncer de pulmão (Department of Health and Human Services, 1998, 2004, 
Rosemberg, 2004, Rennard et al 2006), parto prematuro e síndrome da morte súbita infantil (U.S. 
DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2004, Rosemberg, 2004, Pendlebury et al. 
2008, Shea & Steiner, 2008), impotência sexual (Rosemberg, 2004, Natali et al. 2005, Kupelian et al. 
2007, Millet et al. 2006), cânceres de laringe, esôfago, garganta, boca e pâncreas  (PAHO, 2008) e 
acidente vascular cerebral (Ockene & Miller, 1997, Department of Health and Human Services, 1998, 
2004, Rosemberg, 2004). 
 Segundo o Inquérito Domiciliar sobre Comportamentos de Risco e Morbidade Referida de 
Doenças e Agravos Não Transmissíveis, realizado em 2002 e 2003 no Brasil, a prevalência de 
tabagismo entre pessoas de 15 anos ou mais residentes em 15 capitais brasileiras e no Distrito 
Federal, variou de 12,9% a 25,2%. O tabagismo entre homens prevaleceu em todas as capitais (total 
de 16,7 milhões de homens e 11,2 milhões de mulheres). As maiores proporções de fumantes de 
ambos os gêneros foram encontradas em Porto Alegre, e as menores em Aracaju. A prevalência de 
escolares fumantes, entre 13 e 15 anos de idade, variou de 11% a 27% no gênero masculino e de 
9% a 24% no feminino (Vigescola, 2004). Num estudo em que fumantes passivos entre 13 e 15 anos 
de idade foram entrevistados em 132 países entre 1999 e 2005, 43,9% dos estudantes eram 
expostos ao fumo em casa e 55,8% em locais públicos. A exposição familiar estimulou o início do 
hábito 1,3 a 1,8 vezes mais em comparação ao não-expostos (OMS & Centers for Disease Control 
and Prevention – CDC, 2007). 
 A influência que a fumaça de cigarro tem sobre os fumantes passivos também é muito 
importante. Estima-se que existam são cerca de dois bilhões de fumantes passivos no mundo, dos 
quais 700 milhões são crianças (PAHO, 2000). Tabagismo passivo é a inalação da fumaça de 
derivados do tabaco por indivíduos não-fumantes, que convivem com fumantes em ambientes 
fechados. O tabagismo passivo é a terceira maior causa de morte evitável no mundo (IARC, 1987, 
Surgeon General, 1986, Glantz, 1995). No Brasil, pelo menos 2.655 não-fumantes morrem a cada 
ano por doenças atribuíveis ao tabagismo passivo (INCA & Instituto de Estudos de Saúde Coletiva 
da UFRJ, 2008). O ar poluído contém, em média, três vezes mais nicotina, três vezes mais 
monóxido de carbono, e até cinqüenta vezes mais substâncias cancerígenas do que a fumaça que 
entra pela boca do fumante depois de passar pelo filtro do cigarro (INCA 2008).  A absorção da 
fumaça do cigarro por tabagistas passivos causa em adultos, maior risco de doença por causa do 
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tabagismo, proporcionalmente ao tempo de exposição à fumaça; risco 30% maior de câncer de 
pulmão e 24% maior de infarto do coração do que os não-fumantes que não se expõem; em 
crianças, maior freqüência de resfriados e infecções do ouvido médio; maior risco de doenças 
respiratórias como pneumonia, bronquites e exacerbação da asma; em bebês, risco cinco vezes 
maior de morte súbita sem causa aparente (Síndrome da Morte Súbita Infantil); maior risco de 
doenças pulmonares até um ano de idade, proporcionalmente ao número de fumantes em casa 
(WHO, 2007).  
 A fumaça dos derivados do tabaco em ambientes fechados é denominada poluição 
tabagística ambiental (PTA). Fumantes passivos também sofrem os efeitos imediatos da PTA. 
Dentre esses efeitos, podem ser citados: irritação nos olhos, manifestações nasais, tosse, cefaléia, 
aumento de problemas alérgicos, principalmente das vias respiratórias e aumento de problemas 
cardíacos, principalmente elevação da pressão arterial e angina. Existem ainda efeitos a médio e 
longo prazo, como a redução da capacidade funcional respiratória, aumento do risco de desenvolver 
aterosclerose e aumento do número de infecções respiratórias em crianças (WHO, 2007). Os dois 
componentes principais da PTA são a fumaça exalada pelo fumante (corrente primária) e a fumaça 
que sai da ponta do cigarro (corrente secundária), que constitui o principal componente da PTA, já 
que ela é formada em 96% do tempo total da queima dos derivados do tabaco.  
 Substâncias, como nicotina, monóxido de carbono, amônia, benzeno, nitrosaminas e outros 
carcinógenos podem ser encontradas em quantidades elevadas devido ao fato de não serem 
filtradas e ao fato de que os cigarros queimam em baixa temperatura, tornando a combustão 
incompleta (IARC, 1987). Cinco marcas de cigarro comercializados no Brasil foram analisadas pelo 
INCA em 1996.  Foram verificados nesses cigarros níveis duas vezes maiores de alcatrão, 4,5 vezes 
maiores de nicotina e 3,7 vezes maiores de monóxido de carbono na fumaça que sai da ponta do 
cigarro do que na fumaça exalada pelo fumante. Os níveis de amônia na corrente secundária 
chegaram a ser 791 vezes superior que na corrente primária. A amônia é uma importante 
substância, pois, alcaliniza a fumaça do cigarro, contribuindo para uma maior absorção de nicotina e, 
consequentemente, causando mais dependência da droga. Além disso, essa substância é o principal 
componente irritante da fumaça do tabaco (Ministério da Saúde, 1996). 
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 Foi comprovado que não existem níveis seguros de exposição à PTA e que mesmo o 
contato por curtos períodos de tempo causam, de imediato, lesões cardiovasculares e contaminação 
expressiva com substâncias cancerígenas entre não-fumantes:  
• No sistema cardiovascular, observa-se inflamação e alterações agudas no endotélio, 
vasoconstrição, aumento da capacidade de agregação das plaquetas, levando à formação 
de trombos dentre outras alterações. Estas podem causar ou precipitar manifestações 
agudas de doenças cardiovasculares como infarto e tromboses, principalmente em pessoas 
que já sofrem de síndromes coronarianas agudas (Raupach et al. 2006). Os efeitos da PTA 
sobre o sistema cardiovascular geram riscos proporcionalmente altos para uma baixa 
exposição e são comparáveis ao tabagismo crônico, equivalente aos riscos de fumantes 
ativos de um a nove cigarros por dia (Pitsavos et al, 2002, Barnoya et al, 2005). Essas 
evidências levaram o Centro de Controle de Doenças e Prevenção dos Estados Unidos 
(Center for Disease Control and Prevention - CDC) a recomendar que pacientes com risco 
de doença cardiovascular evitem locais onde é permitido fumar. 
• O NNK (4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona) é um carcinógeno pulmonar específico 
do tabaco encontrado apenas na urina de tabagistas. No entanto, esta substância é 
encontrada na urina de não fumantes imediatamente após o contato com a PTA e a sua 
concentração aumenta em 6% a cada hora de exposição (Stark et al, 2007). 
 As evidências científicas apontam para um grande número de efeitos negativos sobre a 
saúde geral de fumantes ativos e passivos. No entanto, a conscientização dos governantes em 
tomar medidas antitabagistas ainda é pequena. Existe a idéia equivocada de que a indústria do 
tabaco constitui uma importante fonte de empregos para a população e de recursos financeiros para 
o governo. É inaceitável que a indústria do tabaco seja um fator diferencial em determinada 
economia, se na realidade ela causa a morte de mais de um bilhão de indivíduos anualmente. Um 
fato que complica ainda mais essa realidade, é que 70% dessas mortes estão concentradas nos 
países em desenvolvimento, a maioria carente de financiamento público para programas sociais. O 
banco mundial, em 1999, constatou que medidas antitabagistas, como o aumento de taxas não 
causaria, em longo prazo, diminuição do número de empregos e traria muitos benefícios à saúde 
geral da população (World Bank, 1999). Além disso, um estudo multicêntrico recente, realizado pela 
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OMS (2008) nos países da América do Sul, revela que é mais barato para o governo realizar 
medidas de tratamento antitabagistas do que arcar com os custos gerados pelos malefícios do 
tabagismo. No Brasil, o custo do tratamento antitabagista seria R$ 428 por pessoa, enquanto que 
um enfarte custa 18 vezes mais, em média R$ 8 mil para o Sistema Único de Saúde (SUS). O custo 
necessário para o tratamento antitabagista inclui sessões de apoio psicológico em grupo, terapias 
com medicamento, goma de mascar e adesivo de nicotina. 
 
2.1.2 Características da fumaça de cigarro 
 A fumaça de cigarro é uma mistura complexa de gases e partículas que possui 4700 
substâncias tóxicas, incluindo 80 substâncias cancerígenas (Havertoch & Mandracchia, 1998). A 
fase gasosa é composta principalmente por monóxido e dióxido de carbono, nitrogênio, oxigênio, 
cianeto de hidrogênio, acroleína, acetaldeído e formaldeído (Silverstein, 1992). A fase particulada 
constitui-se principalmente de nicotina, água, nitratos, nitrosaminas e hidrocarbonetos policíclicos 
aromáticos (Hanes et al. 1991).  
 A composição da fumaça varia de acordo com o tipo de tabaco e com a preparação do 
cigarro, como compactação do fumo, comprimento da coluna, características do filtro de papel 
(Ramos & Ramos, 1998). Além disso, outro aspecto importante é a temperatura da queima, que é 
mais alta nos fumantes que já apresentaram dificuldades respiratórias (Ramos & Ramos, 1998).  
 Quando a fumaça é inalada para dentro dos pulmões, muitos dos seus componentes tóxicos 
tem partículas cujo tamanho é suficiente para afetar diretamente os cílios da membrana celular dos 
pneumócitos ou ultrapassar a barreira ciliar e penetrar na corrente sanguínea, alcançando outras 
regiões do organismo. Individualmente ou em combinação, essas substâncias podem alterar as 
condições necessárias para a reparação tecidual (Silvertein, 1992). O primeiro relato dos efeitos 
deletérios do consumo de cigarro sobre a cicatrização foi publicado em 1977, por Mosely & Finseth, 
que observaram uma pior cicatrização de feridas na mão de um fumante com arteriosclerose. A 
partir daí, diversos trabalhos tem relacionado o tagabismo com dificuldades na reparação tecidual 
(Jones & Triplett, 1992, Tonetti et al. 1995, Rosen et al. 1996, Scabbia et al. 2001).  
11 
 
 A nicotina, o monóxido de carbono e o cianeto de hidrogênio são elementos da fumaça de 
cigarro mais comumente relacionados a um pior processo de reparo (Silverstein, 1992, Haverstoch & 
Mandracchia, 1998). Outros componentes da fumaça de cigarro, como a acroleína e o acetaldeído, 
tem mostrado, in vitro, um efeito prejudicial na proliferação e adesão de células importantes para o 
processo de cicatrização, como os fibroblastos (Carnevali et al. 1998, Cattaneo et al. 2000). Autores 
como Silverstein (1992), relatam ainda, que outros constituintes da fumaça de cigarro também 
podem ter efeitos negativos sobre a reparação tecidual. 
 A nicotina é a razão primária pela qual as pessoas consomem produtos de tabaco, possui 
alto poder viciante e seu uso crônico pode causar dependência psicológica e física (Robbers et al. 
1997). A Associação Americana de Psiquiatria inclui a nicotino-dependência como desordem mental 
de uso de substância psicoativa (American Psichiatric Association, 1980, 1987). A nicotina tem 
características neurobiológicas: é uma droga psico-estimulante. O processo farmacológico da 
nicotino- dependência é semelhante ao da cocaína e da heroína. Estas drogas, como a nicotina e 
opiáceos em geral, liberam dopamina e aumentam a produção de norepinefrina. Drogas psicoativas, 
como a nicotina, agem sobre centros mesolímbicos, dopaminérgicos colinérgicos e nucleus 
acumbens, provocando o aumento e a liberação de dopamina e outros hormônios psicoativos. Esses 
fenômenos geram a dependência pelas propriedades euforizantes e ansiolíticas. Isso é facilmente 
demonstrável administrando-se essas drogas endovenosamente (Corrigal et al. 1992, Kalivas et al. 
1993, Robinson & Berridge, 1993, Wise & Bozarth, 1987). Benovwitz & Hennifield (1994) verificaram 
que a média de concentração da nicotina no sangue dos tabagistas dependentes é de 300ng por 
mililitro. Um cigarro produz no sangue concentração em torno de 14ng/ml, chegando a 70ng/ml nos 
que fumam cinco cigarros por dia. Desta forma, poderia se estimar níveis de 50 a 70ng/ml como 
mínimos para gerar dependência. Esses níveis correspondem à inalação diária de 4mg a 6mg de 
nicotina. 
  A origem da nicotina, conduzida pelo tabaco, foi a América. O costume dos aborígines 
americanos de fumar tabaco nas cerimônias religiosas é algo registrado desde os primórdios dos 
tempos. Era um ritual mágico-religioso, sagrado, no qual o sacerdote, cacique ou pajé e seus 
circunstantes entravam em transe aspirando ao fumo do tabaco.  Quando Colombo chegou à 
América, plantava-se tabaco em todo o continente. O primeiro contato do mundo civilizado com a 
12 
 
nicotina ocorreu no século XVI. O tabaco chegou à Europa por quatro caminhos: Espanha, Portugal, 
França e Inglaterra e espalhou-se pela Europa rapidamente. Cinqüenta anos após sua chegada, o 
cachimbo era fumado quase em todo o continente por nobres, plebeus, soldados e marinheiros. O 
tabaco integrou-se a todas as populações do mundo civilizado muito rápido (Brooks, 1953, 
Corneillet, 1964). A nicotina foi levada à Espanha por Don Rodrigo de Jeres, capitão da tripulação 
das naves de Colombo, levando para a Corte planta e sementes de tabaco. A primeira referência 
impressa é de 1526 na História Natural de las Índias, de Don Gonzalo Fernandes. Para Portugal, 
quem primeiro levou o tabaco foi Luís de Góes, donatário no Brasil em 1542, sendo cultivado pela 
Farmácia Real em Lisboa. Na França, o tabaco chegou remetido em 1560 por Damião Góes, ex-
embaixador no Flandres a Jean Nicot, embaixador da França em Portugal e através de André 
Thevet, frade franciscano, que esteve no Brasil como capelão da expedição francesa chefiada por 
Cologny. Thevet, em 1555, plantou o tabaco no jardim do seu mosteiro em Paris (Rosemberg, 2002). 
Em 1565, o tabaco chegou à Inglaterra por meio de Sir Hawkins, trazendo-o das plantações da 
colônia Virgínia e cultivando-o em Londres. O nome “nicotina” deriva de Nicot. Os partidários de 
Thevet contestaram essa nomenclatura, propondo a denominação thevetiana. A controvérsia 
arrastou-se por cerca de dois séculos, sendo definitivamente encerrada a favor de Nicot, em 1737, 
com a primeira classificação científica de Linneu, registrando Nicotiana tabacum e as variedades 
Nicotiana rústica, Nicotiana glutinosa e Nicotiana penicilata. O extrato do tabaco foi identificado por 
Vauquelin em 1809. Tratava-se de um princípio básico nitrogenado, que foi denominado nicotianina. 
Em 1828, Posselt e Reimann, da Universidade de Heildelberg, isolaram o mesmo princípio 
denominando-o nikotin. A fórmula química bruta da nicotina, CH10H14N2, foi determinada em 1840. A 
nicotina foi sintetizada pela primeira vez em 1890 (Robert, 1949, Brooks, 1953, Corneillet, 1964, 
Rosemberg, 2002). A nicotina é uma amina terciária composta de anéis de piridina e pirolidina. 
Existem formas racêmicas estereoisomeras de estrutura tridimensional. No tabaco, duas estão 
permanentemente presentes: l-nicotina e d-nicotina. A primeira é 100 vezes mais ativa 
farmacologicamente, constituindo 90% do total. No ato de fumar, quando a brasa do cigarro atinge 
em torno de 800°C, surgem formas racêmicas (National Institute of Health, 1987, Smoking and 
Health Review, 1995, US Department of Public Health and Human Services). O tipo do tabaco, o 
modo e a freqüência das tragadas influem a quantificação dos alcalóides da nicotina (Clark et al. 
13 
 
1965, Rathkamp et al. 1973, Grimes & Goddard, 1978). Os mais importantes metabólitos, 
quantitativa e qualitativamente, são a cotinina e o óxido-N-nicotina.  
 Diversos biomarcadores são utilizados para atestar a absorção de substâncias contidas no 
tabaco pelos fumantes regulares e fumantes passivos. Dentre eles, destacam-se a nicotina e a 
cotinina, seu principal metabólito. Também são utilizados o tiocianato na saliva, a 
carboxihemoglobina no sangue e o monóxido de carbono no ar expirado (Armitage, 1965, Bates et 
al. 1968, Benowitz, 1983, Benowitz & Jacob, 1983, Curvall et al, 1990, Deschepper et al. 1987, 
Feyerrebend et al. 1985, Gori et al., 1986,  Haley & Hoffman, 1985, Rathkamp et al. 1973, US 
Department of Public Health and Human Services). Nicotina e cotinina podem ser detectadas na 
urina, no sangue e na saliva, sendo o primeiro material orgânico de mais fácil utilização na rotina. A 
nicotina é mais limitada porque sua meia vida é de duas horas, já a da cotinina prolonga-se por 36 a 
40 horas, e às vezes até mais (Armitage, 1965, Benowitz, 1998, Benowitz et al, 1983, Feyerebend et 
al. 1985). Em fumantes ativos ou passivos, os níveis de concentração de cotinina são lineares com 
as quantidades de tabaco consumidas e com o grau de exposição à poluição tabágica ambiental 
pelos fumantes passivos (Armitage, 1965, Benowitz, 1998, Benowitz et al. 1983, Curvall et al. 1990, 
Davis et al.1991, Feyerebend et al. 1985).  A cotinina é o produto mais usado como marcador para 
estudar comportamentos de fumantes, pois pode ser detectada na urina, na saliva e no sangue 
muitas horas depois de cessado do fumo. Muitas vezes, na urina colhida dois dias depois de ter sido 
fumado o último cigarro, ainda pode-se recuperar até 90% da cotinina. Esta é farmacologicamente 
inativa e ao final é metabolizada, gerando trans-3-hidroxicotinina (34%) e glucoranide de nicotina 
(13%), ambas também sem atividade farmacológica (Benowitz et al. 1983, Feyerebend et al. 1985, 
Neurath et al. 1987, Rosemberg, 1999, Rosembertg, 1998). 
  A meia vida da nicotina é de aproximadamente duas horas. Somando-se os valores da 
meia-vidas subseqüentes, pode-se prever que a nicotina se acumula, num fumante regular, a níveis 
significantes sanguíneos por pelo menos 6 a 8 horas depois do fumo. Durante o ato de fumar, há 
picos na concentração sanguínea que mesmo decrescendo depois, mantêm-se elevados por horas. 
Níveis plasmáticos de nicotina podem subir até 20 ng/ml durante o dia, caindo para em torno de 
10ng/ml durante a noite (Anda et al. 1990). Desta forma, o indivíduo que fuma até o momento de 
dormir, tem na circulação concentrações significantes de nicotina por toda à noite. Assim, a nicotina 
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não intoxica o organismo de modo intermitente, como pode parecer pelo modo de consumir o tabaco 
com certo espaço de tempo entre uma fumada e outra. Ao contrário, o tabagista se expõe a uma 
intoxicação permanente, pois as doses múltiplas de nicotina que inala, embora degradadas, em 
parte, acumulam-se de tal maneira, que a intoxicação é contínua durante as 24 horas do dia. Sendo 
assim, a nicotina permanece constante por toda a vida do tabagista. Nenhuma outra droga age 
dessa forma.  
 A nicotina encontra-se no tabaco sob duas diferentes formas. Uma fração situa-se na fase 
particulada e outra na fase gasosa. A nicotina da fase gasosa é absorvida mais facilmente pelo 
organismo. Por anos, a indústria do tabaco pesquisou a transposição da nicotina da fase particulada 
para a gasosa (Andresen et al. 1982, Robertson & Richard, 1998). Existe uma nicotina livre no 
tabaco e outra, ligada a diversos sais. A primeira é mais rapidamente absorvida e causa maior 
impacto nos centros nervosos cerebrais (Henningfield & Keenan, 1993). A nicotina ligada está 
geralmente na fase particulada. Parte da nicotina livre está nesta fase, mas a maior quantidade 
encontra-se na fase gasosa. A última é mais ativa. A indústria do tabaco utiliza 600 aditivos no 
tabaco para torná-lo mais palatável, e, vários, têm a função de liberar mais nicotina. O mais 
importante aditivo é a amônia, que é alcalina e eleva o pH da nicotina (Hglek et al. 1988). Quanto 
mais alto o pH (acima de 11), maior a liberação da nicotina, maiores são sua difusão orgânica e 
penetração pelas membranas celulares nos tecidos (Henningfield & Keenan, 1993, Kessler,1994, 
Slade, 1993, Slade, 1995). Com o pH elevado, a nicotina é mais retida no organismo porque é mais 
facilmente reabsorvida pelos túbulos renais, diminuindo sua eliminação, e, com isso, elevando sua 
concentração sanguínea (Andresen et al. 1982, Kendler et al. 1993). Com esse processo, eleva-se a 
nicotino-dependência. Assim, há maior liberação de dopamina, produzindo maior estado prazeroso e 
euforia no tabagista que, em conseqüência, consome mais cigarros (Smoking and Health Review, 
1995, Hammond & Garfinkel, 1969). 
 O monóxido de carbono (CO) é um gás componente da fumaça do cigarro. É inodoro, 
incolor, insípido e não irritante. Este gás é resultante da decomposição incompleta da matéria 
orgânica (Klaassen, 1996) e ó o poluente mais encontrado na atmosfera inferior. É um gás tóxico 
devido à sua alta afinidade à hemoglobina. Ele se liga à hemoglobina nos capilares pulmonares e 
forma um composto altamente estável. Após a ocorrência dessa ligação, a hemoglobina não 
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transporta oxigênio (O), pois ambos os gases reagem com os mesmos grupamentos da molécula 
(Klaassen 1996). Como a afinidade do CO é cerca de 220 vezes maior que pelo O, o CO apresenta 
seus efeitos mesmo em baixas concentrações (Klaasen 1996). Um grande número de pessoas 
morre anualmente devido a sua inalação (Klaassen, 1996). Este gás corresponde a 4% da fumaça 
de cigarro (Haverstoch & Mandracchia, 1998). Indivíduos não tabagistas tem níveis de CO ligado à 
hemoglobina entre 0,5% a 10%. Indivíduos tabagistas tem esses níveis entre 1 a 20%. A redução da 
capacidade de transporte de oxigênio pelo sangue é proporcional à quantidade de hemoglobina 
ligada ao CO. Entretanto, a quantidade de O disponível para os tecidos é ainda menor pela 
influência inibitória da carboxihemoglobina na dissociação de qualquer molécula de oxihemoglobina 
ainda possível (Klaassen, 1996). Esse conjunto de fenômenos pode diminuir a quantidade de O 
presente nos tecidos em reparação, gerando reflexos negativos nessas áreas (Shervin & Gastwirth, 
1990). 
 O cianeto de hidrogênio é uma substância altamente tóxica utilizada como inseticida e até 
como gás letal em execuções e é também um constituinte da fumaça do cigarro. Esta substância 
também pode influenciar negativamente a reparação tecidual. Ela tem uma afinidade grande pelo 
ferro no estado férrico. Quando absorvido, reage imediatamente com o ferro trivalente da citocromo 
oxidase na mitocôndria. A respiração celular é inibida resultando em acidose lática e hipóxia 
citotóxica (Klaassen, 1996). Essas alterações enzimáticas na respiração celular podem prejudicar o 
processo de reparo dos tecidos (Mosely & Finseth, 1997).  
 Existem ainda na fumaça do cigarro, os aldeídos. Os aldeídos são formados pela combustão 
incompleta de hidrocarbonetos e pela oxidação dessas moléculas pela luz solar (Klaassen, 1996). 
Existem diversos tipos de aldeídos. Os mais freqüentes na atmosfera são o formaldeído e a 
acroleína, presentes também na fumaça de cigarro. Outro aldeído presente na fumaça do cigarro é o 
acetaldeído. O formaldeído pode causar irritação da mucosa nasal, ocular e vias aéreas superiores. 
A acroleína é muito mais tóxica que o formaldeído e é umas das substâncias que confere a 
qualidade irritante da fumaça do cigarro. Tal substância produz diminuição da freqüência respiratória 
e aumento da resistência das vias aéreas superiores. Cattaneo et al. (2000), observaram que 
acroleína e o acetaldeído alteram a proliferação e adesão dos fibroblastos gengivais in vitro e 
sugerem que esses efeitos podem ocorrer in vivo. Poggi et al. (2002) investigaram os efeitos da 
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acroleína e do acetaldeído sobre os fibroblastos gengivais. Os autores verificaram que essas 
substâncias exerceram um efeito citotoxico sobre os fibroblastos, resultando em perda da 
capacidade de adesão e proliferação. Esses efeitos poderiam prejudicar a manutenção, a 
integridade e remodelação do tecido conjuntivo bucal.  
 
2.1.3 Fumaça de cigarro e seus componentes: estudos in vitro 
 A fumaça de cigarro e seus componentes apresentam efeitos negativos em culturas de 
células ósseas. Ramp et al. (1991) estudaram o efeito da nicotina sobre culturas de células do tipo 
osteoblasto. Os resultados mostraram que a nicotina inibiu a atividade da fosfatase alcalina e a 
síntese de colágeno num padrão dose-dependente. Não foram observados efeitos da nicotina sobre 
as proteínas não-colagênicas e observou-se uma estimulação da síntese de DNA.  
 Fang et al. (1991) examinaram os efeitos da nicotina sobre a proliferação de osteoblastos e 
sobre a atividade de fosfatase alcalina. Observou-se que a nicotina inibiu a proliferação celular e 
estimulou, de forma dose-dependente, a atividade de fosfatase alcalina. 
 Yuhara et al. (1999), avaliaram a influência da nicotina sobre o metabolismo ósseo de 
culturas de células. Foram utilizadas três linhagens de células: clonais osteogênicas da calvária de 
ratos (ROB-C26), clonais pré-osteoblasticas da calvária de camundongos (MC3T3-E1) e células do 
tipo osteoblasto retiradas de uma co-cultura de células da medula óssea de ratos. Os resultados 
revelaram que a nicotina estimulou a deposição de cálcio e a atividade da fosfatase alcalina nas 
células ROB-C26 de forma dose-dependente. Por outro lado, ambas as atividades foram diminuídas 
nas células MC3T3-E1, o que demonstra que a nicotina afeta a diferenciação dos osteoblastos. 
Observou-se ainda que, a nicotina afetou a diferenciação das células do tipo osteoblasto. Os autores 
concluíram que a nicotina pode ter um efeito crítico sobre o metabolismo ósseo. 
 No ano de 2001, Liu et al. realizaram um experimento avaliando a ação direta da fumaça de 
cigarro sobre células osteoprogenitoras humanas. Para tanto, células da medula óssea foram 
isoladas de indivíduos normais e cultivadas em monocamadas e em um gel tridimensional de 
colágeno tipo I. Em ambas as condições de cultura, a fumaça de cigarro inibiu a proliferação das 
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células osteoprogenitoras num padrão dose-dependente. Observou-se também, que a fumaça de 
cigarro impediu a diferenciação das células osteoprogenitoras em células do tipo osteoblasto e que 
as culturas em monocamadas eram mais susceptíveis aos efeitos adversos da fumaça de cigarro. 
 Em 2003, Liu et al. avaliaram a capacidade de extratos do tabaco de alterarem o reparo e 
remodelação ósseos em células osteoprogenitoras humanas e em osteoblastos. Assim, células 
osteoprogenitoras foram isoladas de medula humana normal e foram mantidas em cultura em 
condições normais ou em condições que estimulavam a diferenciação em osteoblastos. A resposta 
quimiotática e a contração dos dois tipos de células foram inibidas pelo extrato de fumaça de cigarro 
em um padrão dose-dependente. O extrato de fumaça de cigarro também inibiu a produção de 
fibronectina por ambas as células. Os resultados do estudo demonstram que a fumaça de cigarro 
pode interferir com a habilidade das células ósseas de participar de processos de reparo e 
remodelação.  
 Andreou et al. (2004) cultivaram células derivadas da região medular do fêmur de ratos e em 
seguida as expuseram a hidrocarbonetos presentes na fumaça de cigarro, associados ou não a 
lipolissacarídeos (LPS) de Porphyromonas gingivalis. Os Resultados demonstraram que estas 
substâncias isoladas tinham efeito deletério sobre a osteogênese. Entretanto, houve um efeito 
sinérgico entre os hidrocarbonetos e o LPS reduzindo a formação de nódulos minerais em até nove 
vezes. Esses resultados explicariam, em parte, porque os fumantes com doença periodontal têm 
maior perda óssea e um pior prognóstico após o tratamento. 
 Gullihorn et al. (2005) compararam os efeitos da nicotina e de outros components da fumaça 
de cigarro sobre osteoblastos. Linhagens de osteoblastos MC3T3-E1 foram expostas a diversas 
doses de nicotina e a condensados da fumaça de cigarro. Foram analisadas a atividade de fosfatase 
alcalina, síntese de colágeno, síntese total de proteína e proliferação celular. Os resultados 
demonstraram que a nicotina estimulou o metabolismo das células ósseas de forma dose-
dependente por meio do aumento da atividade de fosfatase alcalina e redução da síntese total de 
proteína e da síntese de colágeno.  Essas respostas foram notadas mesmo com doses de nicotina 
(12.5 ng/mL) comparáveis à metade da dose de nicotina circulante em fumantes. Condensados de 
fumaça, com concentrações de nicotina equivalentes, reduziram todos os índices de atividade 
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metabólica. A proliferação celular foi estimulada tanto pela nicotina (20-25%) como pelos 
condensados de fumaça (38-46%). Os resultados sugerem que a nicotina age como estimulante 
direto da atividade celular metabólica, enquanto que os condensados da fumaça possuem um efeito 
inibitório. 
 Tanaka et al. (2005) investigaram o efeito da nicotina na proliferação celular, atividade de 
fosfatase alcalina (ALPase), formação de nódulos mineralizados e na expressão de matriz-
metaloproteinases em células humanas de osteosarcoma. A formação de nódulos mineralizados foi 
suprimida pela nicotina no dia 10 da cultura e o conteúdo de cálcio, no dia 14. A atividade de 
ALPase, a expressão de colágeno tipo I e osteopontina também diminuíram na presença da nicotina 
depois de 5, 10 e 14 dias de cultura, respectivamente. Em contrapartida, a quantidade de 
sialoproteína óssea aumentou durante os 14 dias de cultura com nicotina. Esses resultados sugerem 
que a nicotina suprime a osteogênese através da diminuição na atividade de ALPase e na produção 
de colágeno tipo I pelos osteoblastos.  
 Novamente, Tanaka et al. (2006) avaliaram o efeito da nicotina e do LPS sobre a expressão 
do fator macrofágico estimular de colônia (M-CSF), da osteoprotegerina (OPG) e prostaglandina E2 
(PGE2) em osteoblastos e o efeito indireto da nicotina e do LPS sobre a formação de osteoclastos. 
Os osteoblastos humanos foram tratados tanto com nicotina sozinha como com nicotina associada à 
LPS. A expressão gênica e protéica de M-CSF e OPG foram determinadas por PCR real-time e 
ELISA, respectivamente. A expressão de PGE2 foi determinada por ELISA. A expressão de 
osteoclastos foi estimada por fosfatase ácida resistente ao ácido tartárico (TRAP) pelo receptor 
solúvel do ativador NF-Kappa (RANKL). A expressão de M-CSF e PGE2 aumentou em células 
cultivadas com nicotina e LPS, quando comparadas com as que foram cultivadas apenas com 
nicotina. A expressão de OPG aumentou no estágio inicial da cultura com nicotina e LPS, mas 
diminuiu no estágio final. O meio contendo M-CSF e PGE2 produzido pelos osteoblastos humanos 
tratados com nicotina e RANKL solúvel, aumentou a marcação de osteoclastos TRAP positivos, 
comparados com aquele produzido pelo tratamento somente de nicotina. Os resultados sugerem 
que a nicotina e o LPS estimulam a formação de osteoclastos por meio de um aumento na produção 
de M-CSF e PGE2 e essa associação produz um maior estímulo quando comparado o efeito da 
nicotina isolada.  
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 Outro estudo de 2006, realizado por Katono et al, avaliou o efeito da nicona sobre a 
expressão de matriz-metaloproteinases (MMPs), inibidores teciduais de MMPs (TIMPs), sistema 
ativador de plasminogênio, incluindo o ativador de plasminogênio tecidual (tPA), ativador de 
plasminogênio do tipo urokinase (uPA), e inibidor tipo 1 do ativados de plasminogênio (PAI-1), 
receptor de nicotina alfa-7, e gene c-fos. Foi analisado ainda o efeito do antagonista de nicotina D-
tubocurarine na expressão de MMP-1. O tratamento com nicotina acarretou a expressão de MMP-1, 
2, 3, e 13, mas não de MMP-14. Na presença de nicotina, a expressão de uPA, PAI-1, ou TIMP-1, 2, 
3, ou 4 não mudou ao longo do período de cultura, enquanto que a expressão de PA aumentou 
significantemente depois do dia 7. A nicotina também aumentou a expressão do receptor de nicotina 
alfa7 e do gene c-fos. Os resultados sugerem que a nicotina estimula o turnover da matriz óssea por 
meio do aumento da produção de tPA e MMP-1, 2, 3, e 13, desequilibrando o processo de formação 
e reabsorção de matriz óssea  ao longo do processo tardio.  
 Kamer et al. (2006) investigaram duas formas pelas quais os tabaco pode influenciar o 
metabolismo ósseo: a proliferação de osteoblastos induzida pela nicotina e a secreção de citocinas 
pelos osteoblastos induzida pela nicotina. Para tanto, usaram-se nesse estudo dois modelos de 
células osteoblásticas, um derivado da calvária de camundongos e o outro, osteoblastos humanos. 
Imuno-ensaios foram usados para avaliar a proliferação celular e secreção de interleucina 6 (IL-6) e 
fator de necrose tumoral alfa (TNF-α). Os resultados revelaram que a nicotina induziu estimulação e 
inibição nos dois modelos de células. Nos osteoblastos humanos, os efeitos proliferativos e 
inibitórios foram doador-dependentes. A secreção de IL-6 mostrou diferentes padrões nos diferentes 
tipos celulares. Nos osteoblastos originários de camundongos, a nicotina aumentou 
significantemente a secreção de IL-6. Nos osteoblastos humanos, as células derivadas de um 
indivíduo não responderam à nicotina. No entanto, na segunda amostra a nicotina aumentou a 
secreção de IL-6. Nessas células, a nicotina ainda induziu a um aumento na secreção de TNF-α. Os 
resultados sugerem que a nicotina afeta o metabolismo ósseo modulando a proliferação celular e a 
secreção de IL-6 e TNF-α e ainda constituem uma possível explicação para as diferenças na taxa de 
perda óssea entre indivíduos tabagistas.  
 Uma série de estudos tem sido realizada para investigar os efeitos da fumaça de cigarro e 
seus componentes sobre os fibroblastos, cuja função é critica no metabolismo do tecido conjuntivo e 
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na reparação tecidual. Normalmente, as culturas de fibroblastos apresentam-se como uma 
monocamada de células fusiformes, com superfície lisa, alinhamento paralelo e mínima 
sobreposição (Tripton & Dabbous, 1995; James et al. 1999). Já as culturas submetidas à ação da 
nicotina mostram células com arranjo desorganizado, sobreposições, anatomia alterada, 
vacuolização do citoplasma, redução do conteúdo protéico e destruição das membranas celulares 
(Raulin et al. 1988, Tripton & Dabbous, 1995, Tanur et al. 2000). 
 James et al. (1999) investigaram a ação da nicotina e do seu metabólito primário, a cotinina, 
sobre culturas de fibroblastos do ligamento periodontal humano (FLP). Os resultados revelaram que 
a nicotina inibiu a adesão e o crescimento dos FLP em todas as concentrações estudadas (>1mg/ml 
e >0,5 mg/ml). Já a cotinina parece inibir o crescimento e adesão dos FLP na maior concentração 
estudada (10µg/ml), porém esse resultado não apresentou diferença estatisticamente significante. 
 Chang et al. (2002) realizaram um estudo investigando possíveis mecanismos da influência 
da nicotina sobre fibroblastos do ligamento periodontal. Os autores demonstraram que a nicotina 
inibia o crescimento celular em até 86% e a quantidade de síntese de proteínas em 44%. Em 
seguida, os autores adicionaram à cultura, antioxidantes e antagonistas de radicais livres na 
tentativa de proteger a célula da nicotina. Os resultados demonstraram que os antioxidantes foram 
efetivos diminuindo a citotoxidade da nicotina, sugerindo que a depleção de tiol é um dos 
mecanismos pelos quais a nicotina atinge os fibroblastos. 
 Peacok et al. (1993) também avaliaram a influência da nicotina em culturas de fibroblastos 
gengivais. Entretanto, seus resultados foram conflitantes com os citados anteriormente. Observou-se 
que altas concentrações de nicotina não produziram nenhum efeito nas culturas e que, em baixas 
concentrações, a nicotina estimulou a reprodução celular. Os autores sugeriram que a nicotina não 
seria a única substância envolvida nas respostas teciduais provocadas pelo tabaco e que outros 
agentes presentes na fumaça poderiam ser responsáveis pelos efeitos negativos.  
 Diante desses resultados, viu-se a importância de estudar a influência de outros 
componentes da fumaça de cigarro. Carnevalli et al (1998) verificaram os efeitos de estratos de 
fumaça de cigarro (CSE) sobre a habilidade de culturas de fibroblastos de mediar a contração de gel 
de colágeno. Os autores verificaram que a fumaça de cigarro inibiu a contração do gel mediada 
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pelos fibroblastos e que essa inibição foi atribuída, pelo menos em parte, aos componentes voláteis 
da fumaça de cigarro e em parte pela diminuição da produção de fibronectina. 
 Rota et al (2001) avaliaram o efeito de componentes da fase volátil da fumaça de cigarro, a 
acroleína e o acetaldeído, sobre o citoesqueleto de fibroblastos gengivais (HGFs). Para tanto, foram 
utilizados HGF obtidos de indivíduos saudáveis com gengiva não inflamada.  As células foram 
incubadas em três diferentes concentrações de acroleína e acetaldeído.  Os autores verificaram que 
ambas as substâncias produziram efeitos similares, resultando numa inibição da adesão dos HFGs 
de forma dose-dependente. O dano ao citoesqueleto consistiu em alteração da forma celular. Os 
resultados sugerem que a acroleína e o acetaldeído dificultam a adesão celular em função de sua 
capacidade de ligação ao citoesqueleto celular.  
 Cattaneo et al (2000) e Poggi et al (2002) perquisaram a ação da acroleína e do acetaldeído 
sobre os fibroblastos gengivais humanos (FGH). FGH derivados de indivíduos saudáveis e sem 
inflamação gengival foram utilizados nessa pesquisa. Os resultados mostraram que as duas 
substâncias inibiam o crescimento, proliferação, viabilidade e adesão dos FGH de maneira dose-
dependente. Além disso, alterações no citoesqueleto, como a destruição de microtúbulos e 
filamentos de actina, também foram observadas.  
 Wang et al (2003) analisaram o efeito da interação da densidade celular e extrato de fumaça 
de cigarro (CSE) sobre a contração de fibroblastos em gel de colágeno. Os níveis de fator de 
crescimento transformador beta 1 (TGFβ1), fibronectina, protaglandina E2 (PGE2), e mRNA  de 
(TGFβ1) foram quantificados. CSE na concentração de 5 e 10% inibiu a contração de fibroblastos de 
baixa densidadde (1 x 10(5) cell/ml), e somente a concentração de 5% aumentou a contração de 
culturas de alta densidade (3-5 x 10(5) cells/ml). CSE também inibiu a produção de fibronectina e 
TGF-β1 nas culturas de baixa densidade, mas estimulou a produção de fibronectina nas culturas de 
alta densidade. TGF-beta1 ativo foi detectado somente nas culturas de alta densidade e encontrou-
se marcadamente aumentado pela concentração de 5% de CSE. 
 Katz et al (2005) testaram a hipótese de que a nornicotina aumenta a expressão do receptor 
(RAGE)  de produtos avançados finais da glicolização (AGE) na gengiva de fumantes e de que 
desencadeia os efeitos pro-inflamatórios dos AGEs pelo estímulo da secreção de citocinas e de 
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oxigênio reativo, que diretamente causam destruição dos tecidos periodontais. Culturas de células 
gengivais humanas foram expostas a 1 microM de nornicotina por 72 horas. Após esse pré-
tratamento com nornicotina, algumas células foram tratadas também com AGE, que foi gerado com 
nornicotina.  As células controle não foram expostas nem a nornicotina nem a AGE. As células 
tratadas com nornicotina tiveram a expressão de RAGE aumentada. Os resultados sugerem que a 
nornicotina pode induzir a expressão de RAGE em tecidos gengivais.  Os autores sugerem que 
esses dados suportam a hipótese de que o RAGE tem um importante papel na progressão da 
doença periodontal exacerbada pelo tabagismo. 
 Teughels et al (2005) avaliaram o efeito da nicotina, da cotinina e de extratos da fumaça do 
cigarro (CSE) sobre a suscetibilidade das células epiteliais de serem colonizadas por 
periodontopatógenos. Os autores verificaram que essa susceptibilidade foi altera tanto para 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans como para Porphyromomas gingivalis diante da nicotina, 
cotinina e CSE.  
 Coppe et al (2008) avaliaram o efeito de extratos da fumaça do tabaco sobre fibroblastos 
orais humano. Os autores demonstraram que os extratos de fumaça do tabaco elevaram os níveis 
de oxigênio intracelular reativo, dano oxidativo ao DNA e quebra das fitas duplas de DNA, num 
padrão dose-dependente.  
  
2.1.4 Fumaça de cigarro e seus componentes: estudos in vivo 
 
 Um dos efeitos do tabaco sobre o osso é a redução da concentração óssea mineral. Broulik 
& Jarab (1993) estudaram a influência da nicotina sobre a concentração óssea mineral em ratos. 
Foram incluídos no estudo, 32 ratos, divididos em quatro grupos iguais. Os animais foram 
submetidos a quatro tipos de tratamento: A – controle, B- nicotina via água do bebedouro, C – 
castração e D – castração e nicotina via água do bebedouro. Após 56 dias, os animais foram 
sacrificados e o fêmur analisado, Os resultados revelaram que os animais dos grupos B e D 
apresentaram uma significante redução na densidade óssea e no componente ósseo mineral, 
quando comparados aos outros grupos.  
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 Boyne e Herford (1995) realizaram um estudo em que a formação óssea subperiosteal foi 
estimulada. Os autores observaram que os animais expostos à fumaça de cigarro produziram menos 
tecido ósseo que os animais controle. Os animais que receberam nicotina exibiram 35% menos 
crescimento ósseo que os animais submetidos à fumaça do cigarro e 50% menos que os animais 
controle.  
 Ueng et al (1997) avaliaram o efeito da fumaça de cigarro sobre o reparo ósseo de tíbias de 
coelhos submetidos a um procedimento cirúrgico de alongamento. Foram utilizados 38 animais 
divididos em dois grupos: teste – fumaça de cigarro e controle. A tíbia direita de cada animal foi 
alongada 5 mm. Cinco animais de cada grupo foram sacrificados 4, 6 e 8 semanas pós-operatórias, 
para que as análises histológicas de reparo ósseo fossem realizadas. Os resultados demonstraram 
que os animais submetidos à inalação de fumaça de cigarro obtiveram menor resistência no teste 
mecânico e que, histologicamente, a reabsorção do tecido de granulação, formação e remodelação 
óssea foram prejudicadas.  
 Hollinger et al (1999) avaliaram o efeito da nicotina sobre o reparo ósseo em ratos que 
receberam enxerto ósseo autógeno. Para tanto, foram criados defeitos bilaterais, de 4 mm de 
diâmetro, na região parietal de 60 animais. O lado esquerdo servia como doador e sua cicatrização 
era espontânea, enquanto que o lado direito recebia enxerto. Parte da amostra recebeu nicotina em 
3 concentrações distintas via água do bebedouro (12,5 mg/ml, 25 mg/ml e 50 mg/ml). Os resultados 
revelaram que não houve diferenças no reparo ósseo dos defeitos que receberam enxerto autógeno. 
Entretanto, a nicotina influenciou negativamente o reparo dos leitos doadores. 
 Nociti et al (2000) verificaram o papel da nicotina na progressão da periodontite induzida por 
ligaduras em ratos. Foram utilizados 20 ratos divididos em quatro grupos: 1 – controle, 2 – nicotina a 
0,13 µl/ml de soro fisiológico, 3 – nicotina a 0,19 µl/ml de soro fisiológico e 4 – nicotina a 0,26 µl/ml 
de soro fisiológico. Concluiu-se que a nicotina potencializou a progressão da doença periodontal e 
que não houve padrão dose-dependente. Mais uma vez, Nociti et al. (2001) utilizaram a mesma 
metodologia para avaliar a influência de outras dosagens de nicotina (0,37 mg/kg, 0,57 mg/kg  e 0,73 
mg/kg) na progressão da doença periodontal em ratos. Os resultados mostraram que houve um 
efeito dose-dependente da nicotina sobre a progressão da doença periodontal e que a nicotina 
parece ter uma ação deletéria direta sobre os tecidos periodontais. 
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 Stefani et al (2002) avaliaram a influência da adminstração de nicotina sobre o reparo ósseo 
ao redor de implantes de titânio com superfície tratada por óxido de alumínio. Foram utilizados 32 
coelhos que receberam 2 implantes em cada tíbia (um de superfície usinada e o outro jateado com 
óxido de alumínio). Embora tenha sido observada uma tendência numérica de que a nicotina 
influenciou negativamente o contato ósseo para os implantes de superfície usinada, essa diferença 
não foi estatisticamente significante. Os autores concluem que a nicotina não parece influenciar o 
reparo osso ao redor de implantes de titânio.  
 César-Neto et al (2003) compararam a influência da administração de nicotina com a 
influência da inalação de fumaça de cigarro sobre o reparo ósseo ao redor de implantes de titânio. A 
nicotina foi administrada numa dose de 3 mg/kg, duas vezes ao dia. A inalação de fumaça de cigarro 
aconteceu três vezes ao dia, durante 60 dias. Os resultados mostraram que a fumaça de cigarro 
diminuiu a quantidade de contato direto osso-implante e a área de preenchimento ósseo dentro das 
roscas, tanto na zona cortical, como na zona medular. A nicotina influenciou apenas o 
preenchimento ósseo na zona medular. Os autores concluíram que o impacto negativo do consumo 
de cigarros está relacionado a mais de uma molécula presente em toda a fumaça de cigarro e não 
somente à nicotina. 
 Saldanha et al (2004) avaliaram em cães o efeito da administração de nicotina (2 mg/kg, 3 
vezes ao dia, por 4 meses) em defeitos ósseos tratados com regeneração óssea guiada (ROG). Os 
resultados demonstraram que a nicotina foi capaz de influenciar a área e a densidade do osso 
neoformado, quando comparados aos do grupo controle, que não recebeu nicotina. Os autores 
sugeriram que a nicotina pode influenciar, mas não impedir o reparo ósseo em defeitos tratados por 
RGO.    
 Oda et al (2004) investigaram a influencia da fumaça de cigarro sobre os discos 
intervetebrais. Os autores verificaram que os níveis de citocinas inflamatórias (IL-1β) no grupo 
fumante foram significantemente maiores do que no grupo não fumante. Além disso, houve maior 
decomposição da atividade de condrócitos.  
 César-Neto et al (2004) testaram a hipótese de que o aumento dos níveis locais de matriz-
metaloproteinase 2 (MMP2) poderia ser associado à perda óssea resultante da periodontite após 
exposição à fumaça de cigarro (CSI). A CSI aumentou a perda óssea resultantes da periodontite 
experimental (0.64 +/- 0.36 mm2 e 1.50 +/- 0.50 mm2 para não fumantes e fumantes, 
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respectivamente). Além disso, a zimogragia demostrou que a CSI aumentou tanto os níveis de 
MMP2 como sua atividade no tecido gengival com doença periodontal. 
 Lee et al (2005) verificaram o efeito da inalação de fumaça de cigarro na fusão de vértebras 
de coelhos. Os resultados demonstraram que a fumaça de cigarro retardou o reparo das vértebras. 
El-Zawawy (2006) estudaram o efeito da fumaça de cigarro sobre o reparo ósseo de tíbias 
fraturadas. Os autores verificaram a expressão de colágeno tipo II, como marcador de matriz de 
cartilagem e de antígeno de proliferação celular nuclear (PCNA) para medir a proliferação no sítio da 
injúria. Também foi executada análise histomorfométrica para quantificar áreas de calos 
cartilaginosos e não cartilaginosos. Os resultados revelaram que a fase condrogênica do reparo da 
fratura das tíbias foi retardada pela fumaça de cigarro.  
 Benatti et al (2005), avaliaram a influência da IFC e da nicotina sobre a regeneração 
espontânea dos tecidos periodontais e observaram que a IFC reduziu significativamente a densidade 
do novo osso e o preenchimento do defeito. Além disso, não ocorreu formação de novo cemento na 
região da raiz instrumentada. Os autores concluem que a fumaça de cigarro pode influenciar 
negativamente a regeneração periodontal em ratos.  
 César-Neto et al (2005) avaliaram o efeito da IFC e de sua cessação sobre a qualidade 
óssea da tíbia. Os resultados mostraram que a IFC contínua promoveu uma significante redução da 
densidade óssea. No grupo controle (não exposto à IFC) e nos grupos que tiveram a IFC 
interrompida, a densidade óssea foi similar.  Portanto, a IFC afetou a qualidade óssea e a 
interrupção dela trouxe benefícios a essa qualidade.  
 César-Neto et al (2006) avaliaram a influência do tabagismo e de sua cessação sobre o 
osso alveolar. Os resultados demonstraram que o grupo que foi exposto continuamente à fumaça de 
cigarro apresentou menor proporção de tecido mineralizado, quando comparado com o grupo não 
exposto e com o grupo que cessou a inalação de fumaça. O grupo de cessação teve proporção de 
tecido mineralizado semelhante ao grupo não exposto à fumaça.  
 Nogueira-Filho et al (2007) investigaram o efeito de cigarros light, com menores níveis de 
componentes tóxicos, sobre a perda óssea resultante de periodontite induzida por ligaduras. Os 
resultados revelaram que a perda óssea foi diretamente proporcional ao nível de componentes 
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tóxicos e que a diminuição dos níveis desses componentes não foi capaz de igualar taxa de perda 
óssea ao grupo não fumante.  
 
2.1.5 Fumaça de cigarro e seus componentes: efeito sobre a saúde e processo de reparo 
dos tecidos ósseo e periodontal 
 O tabagismo é considerado um fator de risco reconhecido para a periodontite. É o segundo 
mais forte fator modificador, após o biofilme bacteriano. Este hábito está associado a duas a oito 
vezes mais risco de perda de inserção e óssea, num padrão dose-dependente e também 
dependente da definição da doença. (Grossi et al. 1995, Bergstron 1999, 2003, Calsina et al. 2002).  
 O NHANES III (National Health and Nutrition Examination Survey) é um dos maiores estudo 
epidemiológicos existentes. Neste estudo, Tomar & Asma (2000) analisaram a associação entre 
tabagismo e periodontite. Foram incluídos 12, 329 adultos com 20 anos ou mais. Os resultados 
demonstraram que fumantes ativos tiveram quatro vezes mais chance de ter periodontite (definida 
como um sítio ou mais com 4 mm de profundidade de sondagem e perda de inserção clínica), 
quando comparados com não fumantes, mesmo após ajustes para idade, raça ou etnia, renda e 
nível de educação. Fumantes pesados (consumo de 31 cigarros/ dia ou mais) tiveram maior risco 
que fumantes leves (consumo de 9 cigarro/dia ou menos)  com riso estimado de 5,6 e 2,8 
respectivamente.  
 Em duas populações, brasileira (Susin et al. 2004) e tailandesa (Torrungruang et al. 2005), o 
risco para doença periodontal severa em tabagistas pesados foi de cinco a oito vezes maior do que 
em não fumantes, mesmo quando ajustado o nível de placa. Adultos jovens tabagistas têm três 
vezes mais risco de ter doença periodontal do que não fumantes após ajuste para gênero, nível de 
placa e acesso a cuidado profissional (Hashim et al. 2001).  
 O tabagismo foi relacionado com menor preenchimento sanguíneo dos alvéolos dentátios 
pós-extração e maior incidência de alveolite seca. Os autores consideraram a ação vasoconstritora 
da nicotina a causadora desses efeitos (Meechan et al. 1985). Sweet & Butler (1979) também 
consideraram a ação vasoconstritora da nicotina responsável pela maior ocorrência de osteíte 
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localizada após exodontia de terceiros molares inferiores. De acordo com Esposito et al (1998), a 
tensão de oxigênio pode influenciar o processo de formação óssea. Desta forma, um suprimento de 
oxigênio considerado adequado para células em repouso pode ser inadequado para as mesmas 
células num período de proliferação e síntese.  
 O desenvolvimento e progressão da doença periodontal foram relacionados com o 
tabagismo (Johnson et al. 1999, Albandar et al. 2000), assim como com a reabsorção da crista 
óssea alveolar (Bergström et al. 1991), agravando a redução da altura e densidade do osso alveolar 
em mulheres com doença periodontal, após a menopausa (Payne et al. 2000). Além disso, o 
consumo de derivados do tabaco também tem sido relacionado à perda dentária precoce, 
principalmente quando associado à má higiene bucal (Holm, 1994, Albandar et al. 2000).  
 Shiloah et al. (2000) demonstraram que indivíduos fumantes com saúde periodontal tem 18 
vezes mais chances de ter o sulco gengival colonizado por periodontopatógenos, quando 
comparados com não fumantes, num padrão dose e tempo dependente. Haffajee & Socransky 
(2001) avaliaram a prevalência, proporção e níveis de espécies subgengivais em indivíduos adultos 
fumantes, ex-fumantes e que nunca fumaram através da técnica de DNA-DNA hybridization. 
Bactérias do complexo laranja e vermelho foram mais prevalentes no grupo de fumantes.  
 Liede et al. (1999) verificaram maior prevalência de diversas alterações bucais, como 
leucoplasia oral, periodontite, supuração e reabsorção óssea, menos capacidade tampão da saliva, 
bem como atividades proteolítica geral salivar e da matriz-metaloproteinase oito (MMP-8) mais 
baixas em pacientes fumantes que ex-fumantes.  
 O tabagismo afeta vários aspectos da resposta imune inata e adaptativa (Barbour et al. 
1997, Palmer et al. 2005, Ryder 2007).  Incluem-se nesses aspectos alterações na função 
neutrofílica, na produção de anticorpos, na atividade de fibroblastos, nos fatores vasculares e na 
produção de mediadores da inflamação. Fredriksson et al. (1999) verificaram contagem sanguínea 
de células brancas e de neutrófilos aumentada em fumantes. Os autores encontraram menor taxa de 
tripsina alfa-1 no plasma desses indivíduos. Além disso, o consumo de cigarro também reduziu a 
síntese de IgG, principalmente a IgG2, dificultado a fagocitose anticorpo-dependente pelos 
neutrófilos. Da mesma forma, Smith et al. (2003) observaram maior número total de células brancas 
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e granulócitos  na circulação sistêmica de fumantes. Em contrapartida, Pauletto et al. (2000) 
encontraram um menor número de neutrófilos e de nível de elastase na cavidade bucal de fumantes 
com doença periodontal, quando comparados com não fumantes e ex-fumantes com a mesma 
condição. Os autores consideraram a possibilidade de os neutrófilos ficarem restritos aos tecidos, 
incapazes de migrar via sulco para a cavidade bucal, em função do efeito vasoconstritor da nicotina. 
No entanto, Persson et al. (1999) afirmaram que apesar do número reduzido de neutrófilos no fluido 
crevicular de fumantes, não houve diferenças entre as atividades dessas células em fumantes leves 
recentes com saúde gengival ou inflamação leve, quando comparados aos de não fumantes com a 
mesma condição gengival. A atividade dos neutrófilos foi avaliada através da produção de elastase, 
lactoferrina, antitripsina alfa-1, macroglobulina alfa-2 e proteínas. 
 Graswinckel et al. (2004) verificaram menores níveis de imunoglobulina G (IgG) em 
fumantes, quando comparados com não fumantes. Além disso, Apatzidou et al. (2005) constataram 
que fumantes apresentavam menos IgG para Agregatibacter actinomycetemcomitans (A. a) do que 
não fumantes. A quantidade total de IgG2 (Graswinckel et al. 2004) e de IgG2 reativa com A.a 
também se mostraram reduzidas em fumantes (Tangada et al. 1997). A redução dessas 
imunoglobulinas poderia diminuir a resposta imune em fumantes.  
 Boström et al. (1998, 1999) verificaram níveis mais altos de fator de necrose tumoral alfa 
(TNF-α) no fluido crevicular de fumantes com doença periodontal, quando comparados com não 
fumantes com as mesmas condições gengivais. Stein et al. (2004) analisaram os níveis de TGB-β no 
fluido crevicular de fumantes e fumantes com periodontite crônica através do ELISA. Os fumantes 
exibiram maior concetração media de TGB-β do que não fumantes. Esses resultados poderiam 
explicar a aparência clínica de tecido gingival friboso.  
 Loos et al. (2004) analisaram o número de células T (CD3+) e de sua subpopulações (CD4+ 
e CD8+) e a capacidade proliferativa das células B (CD19+) e T na periodontite em pacientes 
fumantes e não fumantes. O colapso do periodonto em pacientes fumantes foi associado com altos 
números de células T CD3+, CD4+ e CD8+ e proliferação aumentada de células T.  
 César-Neto et al (2006) verificaram o efeito do tabagismo nos níveis de interferom gama 
(IFN-γ) em tecidos gengivais de indivíduos fumantes com periodontite crônica.  Após realização do 
PCR, verificou-se que o tabagismo aumentou os níveis de mRNA  e de  IFN-γ  nos tecidos 
gengivais. Em 2007, César-Neto et al. avaliaram o efeito do tabagismo na expressão de interleucina 
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1a (IL-1a), interleucina 1ra (ILA-1ra), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8),  interleucina 10 (IL-
10),  fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), matriz-metaloproteinase 2 e 8 (MMP-2, MMP-8) ligante 
do receptor do ativador do fator nuclear Kappa B (RANKL) e osteoprotegerina (OPG) na gengiva de 
indivíduos com periodontite crônica severa. A expressão de genes foi avaliada por meio do PCR e a 
de proteínas, por meio do ELISA. Os níveis de IL-1a, IL-1ra, IL-6, IL-8 e RANKL apresentaram-se 
mais altos nos indivíduos fumantes com doença periodontal severa, quando comparados com 
indivíduos saudáveis não-fumantes e com indivíduos não fumantes com as mesmas condições 
periodontais. Em contrapartida, os níveis de IL-10, MMP-8 e OPG foram mais baixos nos fumantes 
com doença periodontal severa.   Buduneli et al (2006) compararam os níveis salivares de RANKL e 
OPG em fumantes e não-fumantes com doença periodontal crônica. Foram verificados ainda os 
níveis de cotinina na saliva dos pacientes.  Os fumantes apresentaram maiores profundidades de 
sondagem, maior nível de inserção clínica, maiores níveis de RANKL e menores níveis de OPG, 
quando comparados com não fumantes. Além disso, os níveis de OPG foram correlacionados com 
os níveis de cotinina e com o número de cigarros fumados por ano, mesmo após realizar ajustes 
para idade e gênero.  
 Nishida et al. (2006) examinaram o efeito do fumo passivo nos níveis de marcadores 
salivares relacionados à periodontite através do ELISA.  Os níveis de interleucina 1 beta (IL-1β), 
lactoferrina, albumina e aminotransferase aspatato (AST) estavam significantemente mais elevados 
nos fumantes passivos, quando comparados aos não fumantes. Além disso, os níveis desses 
marcadores, exceto a IL-1β, estavam diminuídos nos fumantes ativos, quando comparados com 
fumantes passivos.  
 Yamamoto et al (2005) verificaram a relação do fumo passivo e ativo com a severidade da 
doença periodontal. O número de dentes com nível de inserção clínica maior ou igual 3,5 mm em 
fumantes ativos e passivos foi significantemente maior do que em não fumantes. O risco para 
periodontite em fumantes passivos foi de 2,87 (95% de intervalo de confiança; 1,05 – 7,82) e em 
fumantes passivos foi de 4,91 (95% de intervalo de confiança; 1,80 – 13,35). 
 Trikilis et al (1999) verificaram menor temperatura subgengival em bolsas periodontais de 
pacientes fumantes, e relacionaram este fato à inflamação menos intensa em função da ação 
vasoconstritora da nicotina sobre a circulação periférica e menor atividade celular, gerando menos 
calor. No entanto, Palmer et al (1999) não encontraram evidências que comprovassem a teoria da 
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vasoconstrição localizada dos tecidos gengivais por ação do consumo de cigarros, sugerindo uma 
possível tolerância dos fumantes aos componentes vasoativos da fumaça do cigarro.  
 Hanioka et al (2000a) analisaram a tensão de oxigênio nas bolsas periodontais de fumantes 
e verificaram que esta foi menor, quando comparada à de não fumantes. Além disso, fumantes 
exibiram menor oxigenação na gengiva saudável e adaptabilidade reduzida da função vascular à 
inflamação gengival. Aparentemente, fumantes apresentaram disfunção da microcirculação gengival 
(Hanioka et al. 2000b).  Estudos mais recentes, utilizando a fluxometria a laser Doppler (Meekin et 
al. 2000, Mavropoulous et al. 2003), verificação a não alteração ou o aumento do fluxo sanguíneo  
gengival. No entanto, após a cessação do fumo, tanto o fluxo sanguíneo gengival como o fluido 
crevicular aumentaram (Morozumi et al. 2004). Da mesma forma, o sangramento à sondagem após 
a cessação do fumo também aumentou (Nair et al. 2003).  
 Zitzmann et al. (2008) realizaram um estudo epidemiológico na Suíça, em que foi analisado 
o número de dentes perdidos e a prevalência de diferentes tipos de restaurações. A maior 
prevalência de dentes perdidos e de próteses removíveis foi entre fumantes, dentre outros fatores 
relacionados ao indivíduo.  
 
 
2.1.6 Fumaça de cigarro e seus componentes: Resposta ao tratamento periodontal 
 A influência do tabagismo sobre a resposta ao tratamento periodontal por meio de diversas 
modalidades terapêuticas tem sido investigada. Grossi et al (1997) avaliaram o efeito do consumo de 
cigarros sobre a resposta ao tratamento de raspagem e alisamento radicular. Foram avaliados 28 
pacientes fumantes, e 60 não fumantes. Após três meses, foi constatado que nos fumantes, o ganho 
no nível de inserção clínica foi em média 0,5 mm menor e que a redução nas bolsas profundas (≥5 
mm) foi de 48% contra 72% nos não fumantes. Além disso, apenas 33% dos fumantes apresentaram 
resultado negativo para Porphyromonas gingivalis e Tanerela forsytia (Bacteroides forsythus) contra 
75% dos não fumantes.  
 Labriola et al (2007) realizaram uma meta-análise avaliando o impacto do tabagismo sobe a 
terapia não-cirúrgica e verificaram que a redução na profundidade de sondagem (PS) em sítios com 
PS inicial de ‡ 5 mm foi significante maior (0,233 mm) em não fumantes, quando comparados com 
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fumantes. As mudanças no nível de inserção clínica não apresentaram diferenças significativas, mas 
os resultados favoreceram os não fumantes.   
 Jin et al (2000) realizaram um estudo com o protocolo de desinfecção de boca toda que 
incluiu quatro a cinco hora de raspagem e alisamento radicular, instrução de higiene bucal e uma 
sessão de raspagem no terceiro mês. Os não fumantes tiveram 0,9 mm mais redução na PS e 0,6 
mm mais ganho de inserção clínica, quando comparados com fumantes após e meses. Apatzdiou et 
al. 2005 também realizaram um estudo com o protocolo de desinfecção de boca toda e verificaram 
que a redução na PS foi 0,8 mm e o ganho no nível de inserção foi de 0,7 maiores em não fumantes, 
comparados com fumantes.  
 Em 2001, Scabbia et al avaliaram 28 pacientes fumantes e 29 pacientes não fumantes com 
pelo menos uma área com três dentes que necessitasse de acesso cirúrgico para raspagem e 
alisamento radicular. Após seis meses de acompanhamento, foi observado que em sítios que 
inicialmente apresentavam profundidade de sondagem moderada (4mm a 6mm), não houve 
diferença com relação à profundidade de sondagem (PS) e nível clínico de inserção (NIC). 
Entretanto, em sítios inicialmente profundos (> 7 mm), a redução na PS foi de 3mm ± 1mm em 
fumantes e 4mm ± 0,8mm nos não fumantes. O ganho no NIC foi de 2.8 mm ± 1mm nos não 
fumantes e 1,8mm ± 1,1 nos fumantes. Além disso, foi observado que nos fumantes, apenas 16% 
dos sítios reduziram sua PS para menos de 3 mm, contra 47% nos não fumantes. O ganho no NIC 
maior do que 2 mm ocorreu em 58% dos sítios nos fumantes e em 82% nos não fumantes.  
 Trombelli et al (2003) avaliaram o efeito do consumo de cigarros na terapia cirúrgica em 
lesões de furca classe I e II. Foram avaliados 19 pacientes fumantes, e 12 não fumantes. Após 6 
meses, os autores observaram que o ganho no NIC foi significativamente maior nos não fumantes 
do que nos fumantes (1,3 ± 1,1 e 1,0 ± 1.3, respectivamente). Outro achado interessante foi que nos 
fumantes, 27,6% das lesões progrediram de grau II para I, contra 38,5% nos não fumantes. Além 
disso, 3,4% das lesões grau I nos fumantes fecharam completamente, contra 27,8% nos não 
fumantes.  
 Stravopoulos et al (2004) avaliaram a influência do tabagismo na terapia regenerativa em 
defeitos intra-ósseos. 47 defeitos foram tratados com raspagem e membrana reabsorvível. Foi 
observado que em fumantes, o ganho no NIC foi em média 1 mm menor do que nos não fumantes e 
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que a chance de fumantes atingirem um ganho de 4 mm no NIC é sete vezes menor do que nos não 
fumantes.  
 Baseado no fato de que fumantes possuem uma resposta menos favorável ao tratamento 
periodontal e que a eliminação de periodontopatógenos é mai difícil em fumantes, Machtei et al 
(2003) propuseram um protocolo para o tratamento de lesões de furca grau II. Foram incluídos 38 
pacientes fumantes divididos em grupo teste e controle. No grupo teste, as furcas foram raspadas e 
uma membrana posicionada na região com aplicação subseqüente de gel de metronidazol (25%) na 
face externa da membrana. Durante a fase pós-operatória, foi prescrito 100 mg de coxiciclina 
diariamente de 6 a 8 semanas, além de uma profilaxia e reaplicação de metronidazol na região 
operada semanalmente. No grupo controle, as furcas foram raspadas e uma membrana posicionada. 
Durante a fase pós-operatória, foi prescrito 100 mg de doxiciclina diariamente por 1 semana, e 
profilaxias realizadas a cada duas semanas. Após um ano, a altura e espessura das furcas 
diminuíram no grupo teste e aumentaram no grupo controle, indicando que em fumantes, uma 
terapia anti-infecciosa agressiva deve ser incorporada com o intuito de melhorar os resultados 
obtidos com técnicas regenerativas.  
 Após procedimentos de exodontia é normal que ocorra perda altura e largura do rebordo 
alveolar. Saldanha et al (2006) investigaram o efeito do tabagismo sobre a remodelação do rebordo 
alveolar após exodontias. Foram selecionados 21 pacientes (11 fumantes e 10 não fumantes) que 
necessitavam de exodontias na maxila. Radiografias foram realizadas 7 e 180 dias após a cirurgia e 
foram analisados altura do processo alveolar (AH), largura do processo alveolar (AW), densidade 
óssea radiográfica pós-extração (BDS) e osso pré-existente apicalmente  (BDPB). Após 6 meses da 
cirurgia, ambos os grupos apresentaram redução em AH. No entanto, somente o grupo tabagista 
mostrou significante redução em AW, BDS E BDPB. Sendo assim, o tabagismo pode gerar maior 
redução dimensional no rebordo alveolar e retardar a cicatrização de alvéolos pós-extração. 
 Em relação ao impacto da fumaça de cigarros no recobrimento de recessões gengivais, 
Trombelli & Scabbia (1997) trataram recessões gengivais classe I e II de Miller utilizando uma 
membrana de politetrafluoretileno expandido em 9 pacientes fumantes e em 13 não fumantes. Após 
6 meses, os resultados demonstraram que nos fumantes houve uma menor taxa de recobrimento 
radicular (57%) quando comparados aos não fumantes (78%). Já Martins et al (2004) avaliaram a 
influência do consumo de cigarros no tratamento de recessões gengivais classe I e II de Miller com 
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enxerto de tecido conjuntivo subepitelial em 7 pacientes fumantes e 8 não fumantes. Após 120 dias, 
a análise intergrupo demonstrou que nos fumantes houve uma menor porcentagem de recobrimento 
radicular (58,84% contra 74,73%), menor ganho de inserção (2,54 mm contra 2 mm) e maior 
profundidade de sondagem (2,35 contra 1,56) do que nos não fumantes (p< 0,05). Andia et al (2008) 
realizaram o acompanhamento desses pacientes 6, 12 e 24 meses após  a cirurgia. Os resultados 
demonstraram que o enxerto de conjuntivo foi eficaz em promover o aumento a espessura do tecido 
gengival em ambos os grupos. No entanto, 24 meses após a cirurgia, os tabagistas apresentaram 
resultados inferiores estatisticamente em relação à profundidade de sondagem, extensão de 
retração gengival e nível de inserção clínica. Além disso, houve maior estabilização da margem 
gengival no grupo não fumante.    
 O tabagismo tem sido conhecido com um fator pré-disponente para o insucesso de 
implantes, principalmente em casos de múltiplas falhas no mesmo indivíduo. A taxa de sobrevivência 
de implantes varia de 80 a 100% em fumantes e de 93 a 98% em não fumantes (De Bruyn & Collaert 
1994, Lindquist et al. 1996, Jones et al. 1999, Lambert & Morris 2000, Schwartz-Arad et al. 
2002,Chuang et al. 2002, McDermott et al. 2003, Moy et al. 2005).  
  Lindquist et al (1996, 1997) avaliaram a taxa de sucesso dos implantes em função após 25 
anos. Os autores encontraram taxa de sucesso 98,9%. O tabagismo foi o principal fator de perda 
óssea marginal, em especial quando associado à má higiene bucal, e principalmente em dentes 
anteriores. Pacientes fumantes com má higiene bucal perderam em média três vezes mais osso 
marginal que não fumantes após 10 anos, num padrão dose-dependente. 
 Jones et al (1997) compararam as falhas precoces de implantes recobertos por plasma-
spray de titânio ou hidroxiapatita e perceberam que 9% dos pacientes não fumantes apresentaram 
insucesso, contra 26% dos pacientes fumantes. Os autores concluíram que o histórico de consumo 
de cigarros exerce um papel importante nas falhas precoces dos implantes, independente de suas 
características superficiais.  
 Alsaadi et al (2007), num estudo retrospectivo, verificaram a influencia de fatores locais e 
sistêmicos sobre a taxa de insucesso de implantes. Incluíram no estudo 2004 pacientes com um 
total de 6946 implantes do sistema Branemark.  A taxa global de falha foi de 3,6% e fatores como o 
tabagismo, osteoporose, doença de Crohn fora associados à falha precoce dos implantes. Mais uma 
vez, Alsaadi et al (2008) avaliaram a influência de fatores sistêmicos e locais sobre a taxa de 
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insucesso de implantes. No entanto, foram utilizados implantes TiUnitet (superfície tratada por 
oxidação eletroquímica). Foram incluídos no estudo, 283 pacientes que receberam um total de 720 
implantes TiUnitet.  Verificou-se uma taxa global de falha de 1,9% e houve uma maior tendência de 
falhas diante de lesões apicais, tabagismo, terapia de reposição hormonal, problemas gástricos, 
doença de Crohn, diabetes mellitus tipo 1 e esterectomia radical.  
  
  
2.2 Proteínas derivadas da matriz do esmalte 
 
2.2.1 Proteínas derivadas da matriz do esmalte (conceito, mecanismo de ação, 
plausibilidade biológica e segurança) 
 Técnicas têm sido desenvolvidas para guiar os componentes celulares do periodonto a agir 
diretamente no processo regenerativo, tendo como base o desenvolvimento natural dos tecidos 
periodontais. Neste contexto, tem sido indicada a utilização de proteínas derivadas da matriz de 
esmalte (PDME) (Hammarstrom, 1997; Heijl et al. 1997), que consiste num material absorvível, 
composto de amelogeninas e proteínas relacionadas (proporção de 90% e 10%, respectivamente), 
que são derivadas de partes do germe dentário de suínos. A sua utilização está relacionada ao 
conhecimento do papel destas proteínas durante o desenvolvimento embriogênico da raiz dental.  
Estudos descritivos da cementogênese demonstraram uma íntima relação entre a bainha epitelial de 
Hertwig e a formação de cemento acelular (Slavkin & Boyde, 1975).  Hamamoto et al 1996 
examinaram o potencial de diferenciação das células epiteliais odontogênicas e observaram a 
presença de amelogenina na polpa histologica e imunohistoquimicamente, concluindo que células da 
bainha epitelial de Hertwig podem diferenciar-se em ameloblastos e produzir amelogenina.   Assim, 
sugere-se que a aplicação deste material na raiz dentária possa agir mimetizando a ação das 
proteínas liberadas no processo de desenvolvimento embrionário dos tecidos periodontais e da raiz 
na formação de novo cemento acelular (Hammarstron et al. 1997). Em 1997, uma seqüência de 
estudos in vitro e in vivo propuseram o uso das proteínas derivadas da matriz do esmalte como 
opção terapêutica focada na regeneração dos tecidos periodontais. De forma resumida, essas 
etapas se iniciam após a proliferação apical das células do órgão dental, a qual forma uma dupla 
camada de células chamadas de Bainha Epitelial de Hertwig. As células internas dessa camada 
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induzem as células da papila dentária a se transformar em odontoblastos e formar a dentina 
radicular. Com o início da formação da dentina radicular, as camadas internas da Bainha de Hertwig 
liberam as proteínas derivadas da matriz do esmalte. Com a formação da raiz, a Bainha epitelial de 
Hertwig se fenestra, permitindo que células ectomesenquimais do folículo dentário penetrem e 
entrem em contato com a superfície da raiz e, consequentemente, com as proteínas derivadas da 
matriz do esmalte.  
 Com o contato das células ectomesenquimais e as proteínas da matriz do esmalte essas se 
diferenciam em cementoblastos, produzindo tecido cementóide, fibroblastos do ligamento 
periodontal e osteoblastos, produzindo a camada mais superficial do processo alveolar. Nesse 
processo de formação do ligamento periodontal, células ectomesenquimais indiferenciadas oriundas 
do folículo dentário permanecem aprisionadas do ligamento, participando da renovação dos tecidos 
locais (Hammarstrom, 1997). 
 Essas células indiferenciadas que permaneceram no ligamento periodontal é que permitem 
que a aplicação posterior de proteínas derivadas da matriz do esmalte possa promover a 
regeneração periodontal. Baseado no conhecimento desses processos de formação do ligamento do 
periodontal, inúmeros pesquisadores testaram o potencial regenerativo dessas proteínas derivadas 
da matriz do esmalte. 
 Atualmente, a proteína da matriz do esmalte (PDME), disponível comercialmente como 
EMDOGAIN®, foi designada para aplicação tópica em superfícies radiculares comprometidas 
periodontalmente durante cirurgia periodontal com retalho de espessura total, apresentando-se 
como um gel viscoso, e que deve ser aplicado por meio de uma seringa no defeito intra-ósseo, de 
acordo com as instruções do fabricante. 
 A viscosidade da formulação é dependente do pH e da temperatura. Esta formulação é 
solúvel numa temperatura baixa e num pH ácido ou alcalino, no entanto, quando as condições 
fisiológicas são estabelecidas (pH 7.4, 36º C), a viscosidade diminui gradualmente e a solução se 
precipita formando uma matriz de proteínas insolúveis e aderentes sobre a superfície radicular 
(Gestrelius et al. 1997a). 
 O aspecto de segurança do tratamento com proteínas derivadas da matriz do esmalte foi 
avaliado tanto clínica quanto imunologicamente por Zetterstrom et al (1997), em 107 pacientes teste 
e 33 pacientes controle. Não foi demonstrado nenhum efeito adverso que não fosse o normalmente 
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esperado após as cirurgias periodontais com sua aplicação. As análises das amostras de sangue 
não indicaram alterações nos níveis de anticorpos específicos, estabelecidos antes do tratamento 
repetido com o derivado da matriz do esmalte, nem mesmo em pacientes propensos a reações 
alérgicas. 
 Zetterstrom et al (1997) também consideraram que a exposição do organismo às proteínas 
da matriz do esmalte que ocorre durante os primeiros estágios do desenvolvimento dental em 
crianças parece induzir normalmente uma tolerância a essas proteínas que são reconhecidas pelo 
sistema imune como “proteínas próprias”. Alterações na estrutura e conformação da proteína ou a 
ocorrência de proteínas não relacionadas poderiam ser possíveis fatores para uma resposta imune 
negativa ao produto. Contudo, as proteínas do esmalte ficam virtualmente inalteradas durante a 
evolução (Slavkin & Diekwisch, 1996). Outro aspecto é que parece haver ainda uma homogeneidade 





2.2.2 Proteínas derivadas da matriz do esmalte: estudos in vitro 
 
 Gestrelius et al, em 1997(a), avaliaram in vitro os mecanismos pelos quais as PDME 
induzem a regeneração periodontal. Em contato com células do ligamento periodontal, as PDME 
foram capazes de estimular a proliferação e produção de proteínas e fibras colágenas, bem como a 
formação de nódulos minerais na cultura dessas células. Em contraste, quando em contato com 
células epiteliais, as PDME não provocaram alterações na velocidade de proliferação. Os autores 
avaliaram também a presença de fatores de crescimento dentre as proteínas derivadas da matriz do 
esmalte. Como não foi observada a presença destes, o que justificaria os resultados mostrados 
anteriormente, os autores sugeriram que os agregados protéicos formados pelas PDME em 
temperatura e pH fisiológico podem servir como uma matriz extracelular, criando um ambiente 




 Van der Pauw et al (2000) estudaram os mecanismos pelos quais as PDME agem sobre o 
metabolismo celular de fibroblastos gengivais e do ligamento periodontal. Foi verificado que as 
PDME aumentaram a proliferação dos fibroblastos do ligamento, além de estimular a produção de 
fibronectina (fator associado à proliferação) em ambos os grupos de células. Além disso, a produção 
de TGFß foi aumentada na cultura de fibroblastos periodontais quando em contato com as PDME. O 
TGFß é um fator de crescimento associado à cicatrização dos tecidos e também à regeneração 
periodontal. Outro importante achado deste estudo é a aumentada concentração de fosfatase 
alcalina nas culturas, especialmente nas de fibroblastos do ligamento periodontal. Essa enzima está 
ligada à diferenciação celular, e tem papel importante na cementogênese. Dessa forma os autores 
sugeriram que as PDME são capazes de estimular a proliferação das células do ligamento 
periodontal e influenciar sua diferenciação em cementoblastos, promovendo a regeneração 
periodontal.   
 Haase e Bartold (2001) mostraram in vitro que os PDME são capazes de estimular células 
fibroblásticas do ligamento a produzir hialuronidase e proteoglicanas, substâncias presentes na 
matriz do ligamento periodontal. Com o estímulo da formação da matriz, as PDME podem ser 
capazes de, indiretamente, iniciar uma reação em cascata que leva a regeneração periodontal, já 
que a matriz é a base para a agregação e diferenciação celular em células com potencial 
regenerativo. 
 Outro fator de crescimento estimulado pelas PDME foi avaliado por Mizutani et al (2003). 
Neste estudo, as células acondicionadas com PDME tiveram proliferação aumentada e diferenciação 
diminuída. Isso pode ser explicado pelo aumento da concentração de FGF2 na cultura dessas 
células. O FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2) age regulando a proliferação, diferenciação e migração 
dos fibroblastos. Contudo, este fator de crescimento diminui a diferenciação em osteoblastos (Hurley 
et al. 1993). A maneira como as PDME induzem a produção de FGF2 foi associada ao estímulo à 
produção de COX2, e, consequentemente, PGE2. A PGE2 tem um papel fundamental na 
remodelação óssea através do controle da mesma. Além disso, essa alta produção de FGF2 também 
influenciou na redução da produção de matriz-metaloproteinase 1 (MMP-1) e RNAm-MMP1, 
responsável pela degradação do colágeno, encontrado em altas concentração na periodontite e 
gengivite. Dessa forma, as PDME parecem possuir uma via de regulação da formação óssea ligada 
à liberação de fatores de crescimento, envolvidos na remodelação óssea. 
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 Okubo et al (2003) examinaram o efeito das PDME sobre o crescimento celular e 
diferenciação de osteoblastos e sobre a produção de fator de crescimento semelhante à insulina I 
(IGF-I) e de fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-β1) pelas células do ligamento 
periodontal humano (HPLC). PDME estimularam o crescimento celular num padrão dose e tempo-
dependente. Houve ainda o estímulo de expressão de IGF-I e TGF-β1 em nível protéico e de RNAm. 
No entanto, não houve efeito significativo sobre a diferenciação de osteoblastos.  
 Shimizu et al (2005) verificaram o efeito das PDME sobre a expressão de genes ligados à 
BSP (um marcador da diferenciação de osteoblastos e cementoblastos) em osteoblastos. As 
amelogeninas estimularam a expressão de BSP através da indução de proteínas nucleares que se 
ligam ao elemento de resposta do fator de crescimento fibroblástico 2 (FGF-2) e ao elemento 
ativador do fator de crescimento transformador beta 1(TGF-β1) no gene promotor de BSP. 
 Suzuki et al (2005) verificaram ainda a presença de fator de crescimento transformador beta 
(TGF-β) e que fatores de crescimento semelhantes à proteína óssea morfogenética (BMP like growth 
factor) contribuem para a indução da biomineralização durante a regeneração periodontal.  
 Heng et al (2007) analisaram os efeitos das PDME na expressão de fator de crescimento de 
tecido conjuntivo (CTGF) em osteoblastos humanos e se essa interação é modulada pelo fator de 
crescimento transformador beta (TFG-β).   Sabe-se que o CTGF é mediado pelo TFG-β e promove 
desenvolvimento celular. Os resultados revelaram que as PDME estimularam a expressão de CTGF 
e que essa interação é modulada pelo TFG-β. Além disso, o CTGF induz a mineralização dos 
osteoblastos e não induz a proliferação celular.  
 Keila et al  (2004) avaliaram os efeitos das PDME sobre as células colhidas da medula 
óssea e fibroblastos gengivais de ratos. Os resultados mostraram que as PDME foram capazes de 
promover uma maior proliferação e diferenciação das células mesenquimais da medula óssea em 
osteoblastos, com maior produção de nódulos minerais e atividade de fosfatase alcalina. Ao mesmo 
tempo, as PDME estimularam a proliferação das células fibroblásticas do tecido gengival, sem 
provocar mineralização dessas células. 
 Além dessas possíveis vias de atuação na remodelação óssea, as proteínas derivadas da 
matriz do esmalte também mostraram influência na via RANKL/RANK, RANKL/OPG. RANKL é um 
fator de necrose tumoral que se liga a seu receptor no pré-osteoclasto, promovendo sua maturação, 
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induzindo a reabsorção óssea. Esse fator é encontrado em osteoblastos e linfócitos T, em forma 
solúvel ou como receptor de membrana. O controle dessa via se dá pela OPG (Osteoprotegenina), 
um receptor antagonista que se liga ao RANKL, impedindo sua ligação com o pré-osteoclasto. He et 
al (2004) investigaram os efeitos das PDME sobre o crescimento e diferenciação de células 
osteoblasticas (MC3T3-E1) e sobre a expressão de osteoprotegerina (OPG). As células tratadas 
com PDME tiveram um aumento no número. Além disso, observou-se um aumento da expressão de 
RNAm de colágeno tipo I, sialoproteína óssea (BSP), osteocalcina (OC), osteoprotegerina (OPG) e 
fator de crescimento semelhante à insulina (IGF-I). A atividade de fosfatase alcalina também 
aumentou com o tratamento com PDME. Diante dos resultados, conclui-se que PDME promoveram 
tanto proliferação como diferenciação de células osteoblásticas e, indiretamente, inibiu a 
osteoclastogênese e função osteoclástiva por meio do estímulo da produção de OPG.  
 Hagewald et al (2004) investigaram os efeitos das PDME sobre a proliferação, síntese de 
proteínas e mineralização de osteoblastos primários. Pela análise dos resultados, conclui-se que as 
PDME aumentaram a atividade dos osteoblastos e podem suportar a regeneração periodontal, uma 
vez que a atividade de fosfatase alcalina e o acúmulo de cálcio aumentaram em função do 
tratamento com essas proteínas.  
 Otsuka et al (2005) investigaram os efeitos das proteínas derivadas da matriz do esmalte 
sobre o metabolismo ósseo. Os autores avaliaram a influência dessas proteínas sobre a formação 
de osteoclastos usando uma cultura de medula óssea. Os resultados demonstraram que as PDME 
estimularam a formação de osteoclastos através da expressão de RANKL pelos osteoblastos. 
Portanto, as PDME parecem regular tanto a formação como a reabsorção óssea. Os autores 
concluem que as proteínas derivadas da matriz do esmalte provêem um ambiente favorável para a 
regeneração periodontal por meio da comunicação entre osteoblastos e osteoclastos.  
 He et al (2005) investigaram os efeitos das PDME e do  fator de crescimento transformador 
1 beta (TGF-b1) sobre a apoptose de osteoblastos induzida pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF- 
α). O TNF-α aumentou a morte celular, que foi atenuada pelo tratamento com PDME e TGF-b1. 




 Galli et al (2006) mostraram que células osteoblásticas, em contato com as PDME, 
produzem maior quantidade de OPG e menor de RANKL, interferindo nessa via de reabsorção 
óssea, criando um micro-ambiente favorável para a formação óssea. Essa informação foi 
comprovada também pelo aumento da liberação de fosfatase alcalina (indicador de mineralização 
óssea) e pelo aumento de nódulos minerais nas células quando acondicionadas às PDME. 
  As proteínas derivadas da matriz do esmalte têm sido relacionadas à formação de 
osteolclastos. Itoh et al (2006) investigaram os mecanismos pelos quais as PDME podem induzir a 
formação de osteoclastos utilizando uma linhagem de monócitos de camundongos. As PDME 
aumentaram a formação e função das células estudadas via RANKL. Foram analisadas ainda a 
expressão de quinase regulada por sinais extracelulares (ERK) e de proteína kinase ativada por 
mitógenos p38 (MAP). Essas são proteínas importantes no crescimento e diferenciação celulares e 
apoptose. São ativadas por fatores de crescimento peptídicos, ésteres e estresse celular, como 
hiperosmolaridade e espécies de oxigênio reativo (Cobb & Goldsmith 1995, Schwenger et al. 1998, 
Iwasaki et al. 1999, Matsumoto et al. 2000). As PDME aumentaram a expressão dessas proteínas 
nas células estimuladas com RANKL. Os autores concluíram que as PDME induziram a formação de 
osteoclastos através da interação com RANKL e que ERK e MAP parecem exercer um papel 
importante no aumento do número de osteoclastos na cultura estudada (Nishida & Gotoh 1993, 
Avruch et al. 1994, Davis 1994, Iwasaki et al. 1996).  
 Takayanagi et al. (2006) avaliaram o efeito das PDME sobre a osteoprotegerina (OPG), 
receptor ativador do fator nuclear ligante kappa B (RANKL), cicloxigenase 2 (COX2) e do fator 
nuclear ligante alfa 1 (Cbfa1). As PDME aumentaram significantemente os níveis de RNAm de 
COX2, não exerceram efeito sobre a expressão gênica de Cbfa1, diminuíram os níveis de RNAm de 
RANKL e exerceram pequeno  efeito sobre os de OPG. Entretando, a proporção RANKL/OPG 
reduziu significantemente. Pela análise dos resultados, os autores concluíram que as PDME 
estimulam a formação de tecido mineralizado, consistente com a regeneração periodontal, via 
modulação das moléculas descritas em nível de RNA. 
 A influência das proteínas derivadas da matriz do esmalte sobre as células do ligamento 
periodontal também foi investigada. Davenport et al (2003) investigaram o efeito das PDME sobre a 
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viabilidade, proliferação e inserção dos fibroblastos do ligamento periodontal (PDLF) sobre raízes 
acometidas por doença periodontal.  Os resultados demonstraram que a viabilidade dos PDLF não 
foi afetada pelo tratamento com PDME, enquanto que a proliferação e a inserção às raízes parecem 
ter sido melhoradas com a exposição às PDME. Os autores concluem que as proteínas derivadas da 
matriz de esmalte parecem ser uma matriz apropriada para PDLF. 
 Gurpinar et al (2003) investigaram o efeito das PDME sobre fibroblastos de camundongos e 
osteoblastos de ratos.  Os resultados revelaram que as PDME não alteraram a taxa de crescimento 
de ambos os tipos celulares e não exerceu efeito citotóxico. 
 Rincon et al (2003) verificaram a influência das PDME sobre fibroblastos gengivais, do 
ligamento periodontal e dérmicos. Observou-se proliferação das células tratadas com as proteínas. 
Portanto, as PDME parecem favorecer a regeneração o reparo de feridas.  
 Cattaneo et al (2003) também estudaram os efeitos das PDME sobre a proliferação de 
fibroblastos do ligamento periodontal humano e sua colonização e diferenciação após o contato com 
raízes extraídas. Houve um significante efeito das PDME sobre a proliferação celular. As células 
tratadas com PDME mostraram ausência de atividade de fosfatase alcalina. Pôde-se concluir então, 
que as proteínas derivadas da matriz do esmalte aumentam a proliferação de fibroblastos humanos 
e, que as células, na presença de PDME, apresentam mudanças na sua morfologia que as tornam 
mais semelhantes à cementoblastos do que a fibroblastos. Isso revela a ocorrência de um processo 
de diferenciação celular que pode executar um importante papel no reparo tecidual. 
 Parkar & Tonetti (2004) examinaram o efeito seletivo das PDME sobre 268 citocinas, fatores 
de crescimento e genes receptores no ligamento periodontal (PDL). Dos 268 genes, 125 foram 
expressos pelas células do PDL. Desses 125 genes, 38 foram diferentemente expressos pelas 
células do ligamento, que foram cultivadas na presença das PDME. Dos 38, 12, notavelmente pró-
inflamatórios, tiveram sua expressão diminuída, enquanto que 26 (códigos para fatores de 
crescimento e receptores de fatores de crescimento) tiveram sua expressão aumentada. Desta 
forma, as PDME parecem reduzir a expressão de genes envolvidos nos estágios iniciais da fase 
inflamatória do reparo e, simultaneamente, parecem estimular os genes envolvidos com os fatores 
de crescimento e as moléculas promotoras de reparo.  
 Ashkenazi & Shaked (2006) avaliaram a eficácia das PDME em preservar o tamanho 
(capacidade clonogênica) de fibroblastos do ligamento periodontal (PDLF) e em promover sua 
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proliferação.  As PDME diminuíram a porcentagem de PDLF com capacidade de formar colônias 
com 75–100% de probabilidade de confluência pelo aumento de sua diferenciação. 
 A regeneração periodontal necessita de diversos eventos, que incluem o recrutamento de 
células e de fatores de crescimento específicos, como os fatores vasculares. Baseado nesse 
princípio, Schlueter et al (2007) estudaram o efeito das proteínas derivadas do esmalte sobre a 
angiogênese e recrutamento de células do ligamento periodontal (PDL). As PDME estimularam a 
angiogênse diretamente pelo estímulo das células endoteliais e indiretamente, pelo estímulo da 
produção de fatores angiogênicos (fator de crescimento vascular – VEGF) pelas células do PDL. 
 Rodrigues et al (2007) avaliaram os efeitos das proteínas derivadas da matriz do esmalte, do 
fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-β1) e da combinação dos dois fatores (PDME + 
TGF-β1) sobre fibroblastos do ligamento periodontal. O tratamento com PDME por 4, 7 e 10 dias 
aumentou a proliferação celular significantemente, quando comparado com o controle negativo. No 
10º dia, PDME e PDME + TGF-β1 apresentaram maior proliferação celular, quando comparados 
com TGF-β 1. Além disso, PDME aumentou a capacidade de reparo dos fibroblastos em 
comparação aos outros tratamentos. A síntese total de proteínas foi significantemente maior nos 
fibroblastos tratados com PDME. As proteínas derivadas da matriz do esmalte ainda induziram a 
atividade de fosfatase alcalina nos fibroblastos.  
  Wada et al (2008) verificaram quais os fatores de crescimento presentes nas proteínas 
derivadas da matriz do esmalte que apresentam bioatividade. As PDME apresentaram um efeito 
inibitório sobe a expressão de genes ligados à osteocalcina (OCN) em células osteoblásticas e esse 
efeito é neutralizado pelo anticorpo contra TGF-β. Isso poderia indicar que as PDME contêm TGF-β 
e que este fator participa da bioatividade das PDME.  
 Weishaupt et al (2008) avaliaram os efeitos das PDME na expressão de RNAm de 
marcadores relacionados ao reparo dos tecidos periodontais em células osteoprogenitoras. Os 
autores observaram que o tratamento com PDME estimulou a expressão de BSP e de osteopontina 
(OPN) em nível de RNAm.  
 A influência das proteínas derivadas da matriz do esmalte sobre os cementoblastos também 
foi estudada. Tokiyasu et al (2000) investigaram o efeito dessas proteínas sobre o comportamento 
dos cementroblastos in vitro e in vivo. Os autores concluíram que as PDME podem influenciar as 
atividades dos cementoblastos e dos osteoblastos e podem ser capazes de regular a atividade 
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celular na regeneração periodontal.  Isso se comprova pelo fato de as PDME terem promovido 
proliferação de todos os tipos celulares. Houve redução da transcrição de osteocalcina nos 
cementoblastos e osteoblastos e aumento da expressão gênica de osteopontina nos osteoblastos de 
forma considerável, enquanto que nos cementoblastos foi de forma discreta. PDME ainda reduziram 
a biomineralização mediada pelos cementoblastos in vitro. Em contraste, houve aumento da 
mineralização in vivo.  
 Viswanathan et al (2003) examinaram os mecanismos envolvidos na regulação de 
sialoproteína óssea (BSP) em cementoblastos expostos a proteínas derivadas da matriz do esmalte. 
Além disso, foram examinados outros marcadores, como colágeno tipo I. A menor dose de 
amelogenina aumentou a expressão de BSP, enquanto que a maior dose reduziu. Houve ainda uma 
redução na formação de nódulos minerais. A expressão de RNAm de BSP também reduziu de forma 
dramática, quando comparados com os controles. A expressão de colágeno tipo I não foi diferente 
do controle. Os autores concluem que os resultados sugerem que a amelogenina pode ser uma 
importante molécula sinalizadora para o desenvolvimento adequado do periodonto.  
 Swandson et al (2006) estudaram o efeito de um produto específico da amelogenina, o 
peptídeo amelogenina rico em tirosina, sobre o comportamento dos cementoblastos.  Não houve 
diferenças na proliferação das células tratadas com veículo e com o produto da amelogenina. As 
células tratadas com o produto da amelogenina tiveram a expressão de osteocalcina diminuida, a de 
osteopontina aumentada e a de sialoproteína óssea não apresentou mudanças. Houve uma grande 
redução da mineralização dos cementoblastos tratados, num padrão dose dependente. Os 
resultados sugerem que moléculas derivadas da amelogenina podem regular o comportamento de 
células mesenquimais.  
 Bosshardt (2008) realizou uma revisão de literatura em que foram analisados todos os 
artigos científicos sobre a atividade biológica das PDME em nível celular e molecular que são 
importantes no contexto do reparo e formação tecidual periodontal. Foram obtidos 103 trabalhos que 
se encaixavam nos critérios de inclusão (busca para: enamel matrix derivative ou enamel matrix 
proteins ou emdogain ou amelogenin – busca separada para cada tipo de célula: epithelial cells, 
gingival fibroblasts, periodontal ligament cells, cementoblasts, osteogencic/chondrogenic/bone 
marrow cells, wound healing e bacteria). Após a análise dos trabalhos selecionados, concluiu-se que 
as PDME afetam diferentes tipos celulares. De forma geral, os trabalhos analisados mostraram que 
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as PDME têm efeitos na inserção celular, difusão e quimiotaxia, na proliferação e sobrevivência, na 
expressão de fatores de transcrição, na expressão de fatores de crescimento, citocinas e 
constituintes da matriz extracelular e ainda outras macromoléculas. Por fim, as PDME apresentam 
efeito sobre a expressão de moléculas envolvidas na regulação da remodelação óssea.  
 
 
2.2.3 Proteínas derivadas da matriz do esmalte: estudos in vivo 
 
 À medida que os efeitos benéficos das proteínas derivadas do esmalte sobre a regeneração 
periodontal foram sendo estudados in vitro, iniciaram-se também o estudo sobre sua ação in vivo. 
Hammarstrom et al (1997) avaliaram o uso das PDME em defeitos de deiscência, em macacos. Para 
a aplicação das proteínas foram testados também três veículos, dextranos, hidroxietil celulose e 
alginato propilenoglicol. Os resultados histológicos mostraram que houve regeneração periodontal, 
com formação de cemento acelular com fibras inseridas e formação de osso alveolar em 60 a 80% 
das raízes em que foram aplicadas as PDME e que utilizaram o alginato propilenoglicol como 
veículo. Além disso, foi observado que nos sítios que receberam as PDME não houve migração 
epitelial e, conseqüente, formação de epitélio juncional longo. Nos dentes controle não ocorreu 
regeneração dos tecidos periodontais e ao contrário do grupo teste, houve a formação do epitélio 
juncional longo. Assim os autores afirmaram pela primeira vez que as PDME, utilizando-se alginato 
de propilenoglicol como veículo, são capazes de promover a regeneração periodontal. 
 Gestrelius et al (1997) descreveram o efeito das proteínas da matriz do esmalte em uma 
solução veículo de alginato de propilenoglicol sobre células do ligamento periodontal ao longo do 
tempo. Incisivos de macacos foram extraídos e 2/3 do cemento foi removido longitudinalmente na 
superfície mesial. Após o condicionamento ácido, foi aplicada a matriz do esmalte em alginato de 
propilenoglicol nas superfícies dos dentes testes, e no controle nada foi aplicado. Os dentes eram, 
então, imediatamente reimplantados. Para avaliação em microscopia eletrônica de varredura, os 
dentes foram progressivamente extraídos nos 3º, 7º e 14º dias. De acordo com os resultados 
obtidos, as superfícies testes ficaram inicialmente cobertas por uma rede de fibras protéicas e foram 
continuamente colonizadas por células semelhantes a fibroblastos até atingirem uma média de 
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cobertura celular correspondente a 3/4 da superfície. Já as superfícies controle tornaram-se 
continuamente cobertas por placa bacteriana e atingiram uma cobertura celular equivalente a 1/8 da 
superfície. 
 Araújo e Lindhe (1998) associaram as PDME à membranas reabsorvíveis. As PDME 
promoveram ganho de osso e tecidos minerais de forma equivalente à RTG isolada em lesões de 
furca III em cães. Entretanto a análise histológica mostrou que o tipo de cemento formado sofreu 
influência das proteínas derivadas da matriz do esmalte. Na porção mais apical dos defeitos, foi 
detectada a presença de cemento acelular com fibras inseridas apenas no grupo que recebeu as 
proteínas. Os autores sugerem que a aplicação das proteínas pode modular o tipo e a velocidade de 
formação do cemento, promovendo a regeneração de forma mais semelhante às estruturas originais 
do periodonto.  
 Yukna e Mellonig (2000) realizaram a análise de oito dentes com defeitos infra-ósseos 
indicados para extração. Os dentes foram submetidos à cirurgia e aplicação de PDME e, após seis 
meses, foram removidas biópsias para avaliação do tipo de tecido formado. A análise histológica 
mostrou que em três casos houve a regeneração periodontal propriamente dita (formação de novo 
cemento, ligamento periodontal e osso alveolar), em três casos apenas reinserção das fibras e em 
quatro casos houve a formação de epitélio juncional. Os autores afirmaram que as PDME são 
capazes de promover a regeneração periodontal, contudo de forma inconsistente. 
 Sculean et al (2000) compararam os tratamentos com PDME e membranas reabsorvíveis, 
utilizaram três macacos com a finalidade de avaliar histologicamente a cicatrização de defeitos intra 
ósseos bilaterais confeccionados cirurgicamente, e concluíram que os grupos testados e a 
associação deles podem promover a regeneração. No grupo controle, a cicatrização foi 
caracterizada por um epitélio juncional longo e regeneração periodontal ficou limitada somente na 
porção mais apical do defeito. Os defeitos tratados com RTG apresentaram regeneração periodontal 
quando as membranas não foram expostas, já os defeitos tratados com PDME apresentaram 
regeneração em várias extensões, e a combinação das terapias não demonstrou melhora nos 
resultados. As médias observadas de novo osso foram: membranas 2,0 + 1,1 mm; proteínas 
derivadas do esmalte 1,4 + 0,9 mm; associação 2,1 + 1,1 mm; controle 0,7 + 1,1 mm. 
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 Sculean et al (2003) aplicaram PDME em defeitos infraósseos subgengivalmente com perda 
óssea avançada para o tipo de resposta periodontal. A análise histológica desses defeitos indicou 
que, embora com melhoras clínicas, as PDME não foram capazes de promover regeneração 
periodontal completa, havendo uma pequena formação de cemento apenas na porção mais apical 
do defeito, sem diferença para os dentes que não receberam as proteínas derivadas da matriz do 
esmalte.  
 A hipótese de que as PDME poderiam aumentar a regeneração periodontal pela promoção 
da diferenciação de células necessárias à síntese de ligamento periodontal, osso e cemento foi 
testada por Chano et al (2003). A diferenciação celular foi testada em defeitos de fenestração em 
ratos sem contaminação microbiana ou migração apical de epitélio. Os defeitos foram preenchidos 
com veículo (controle) ou com PDME (3 mg/ml ou 30 mg/ml).Foram analisadas a expressão de 
osteopontina, sialoproteína óssea e osteocalcina  como biomarcadores de diferenciação osteogênica 
e também de alfa-actina de músculo liso, um marcador miofibroblástico. As PDME não exerceram 
efeito na espessura de cemento, no volume ósseo, na deposição de osteopontina, ou marcação 
extracelular para osteopontina, sialoproteína óssea ou osteocalcina. Além disso, a porcentagem de 
células com marcação intracelular para osteopontina, osteocalcina ou sialoproteína óssea não foi 
afetada pelas PDME. A marcação para alfa-actnina de músculo liso não foi afetada pelas PDME. 
Desta forma, concluiu-se que as PDME, aparentemente, não afetam a expressão ou diferenciação 
de marcadores ou síntese de matriz óssea no reparo no periodonto e, portanto, o efeito das PDME 
nesse reparo parece ser independente na diferenciação das populações celulares examinadas 
nesse modelo.  
 Donos et al (2003) avaliaram em três macacos o uso das PDME, da RTG e da sua 
associação no tratamento de lesões de furca classe III, comparados a um grupo controle sem  
tratamento regenerativo. Embora a número de dentes avaliados tenha sido pequeno, e a exposição 
das membranas tenha sido um achado constante, os resultados histológicos mostraram que tanto as 
PDME quanto a RTG, bem como a associação de ambas, foram capazes de promover a 
regeneração tecidual na região da furca, embora não tenha ocorrido o fechamento completo de 
nenhuma delas. Não foi encontrada diferença estatística entre o uso das PDME e RTG quanto à 
formação de novo osso, novo cemento e inserção conjuntiva. Os autores ressaltaram que as 
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proteínas não foram capazes de promover a formação de cemento acelular, em contraste aos 
trabalhos iniciais de Heijl (1997) e Hammarstrom et al (1997). 
  Entretanto, o trabalho de Sakallioglu et al (2004), em cães, demonstrou que as PDME 
podem promover a formação de um cemento acelular na superfície radicular. Comparando ao grupo 
sem tratamento regenerativo, PDME promoveram maior e mais rápida formação óssea (inicio em 
torno dos 14 dias após aplicação da PDME e 21 dias para o grupo controle), bem como a formação 
de maior quantidade de cemento acelular com fibras intrínsecas. A análise histopatológica dos 
dentes mostrou que o grupo que recebeu EMP apresentou uma maturação óssea maior aos 28 dias 
e um menor epitélio juncional, quando comparado ao grupo controle. Os autores afirmam que o uso 
PDME pode promover a regeneração periodontal em cães, com novo cemento acelular, ligamento e 
osso alveolar, com maturação adequada dos tecidos neoformados, após 28 dias. 
 Sallum et al (2004) avaliaram a associação de PDME com RTG. Em sete cães foram 
selecionados 4 dentes que receberam ou PDME isolada, ou a membrana reabsorvível isolada 
(RTG), ou a associação de ambas as técnicas (PDME +RTG), ou apenas o acesso para a raspagem 
e alisamento radicular. Os resultados histométricos mostraram uma formação de novo cemento, 
estatisticamente superior, para os grupos PDME, RTG ou a associação desses em comparação ao 
grupo controle. Dessa forma, a os autores mostraram que a associação das técnicas regenerativas 
não promove benefício adicional ao tratamento. 
 Com o objetivo de comparar os resultados histológicos de seis modalidades terapêuticas 
regenerativas, Sculean et al (2005) selecionaram 18 dentes com defeitos infra-ósseos indicados 
para extração. Os autores avaliaram o uso de membranas bioabsorvíveis (RTG), PDME, PDME 
+Bioglass, Osso Bovino, Osso Bovino+RTG e Osso Bovino + PDME. Não houve diferença na 
formação de cemento entre as modalidades testadas. Entretanto, o autor assegura que em 
humanos, o cemento formado é celular e que as fibras têm orientação paralela ao longo eixo do 
dente. Além disso, a formação e tipo de cemento não sofrem influência da modalidade regenerativa 
escolhida. 
 Pimentel et al (2006) compararam o processo de cura de defeitos de deiscência tratados 
com PDME ou RTG em cães que sofreram adminstração de nicotina. Foram utilizados oito cães em 
48 
 
que foram criados defeitos de deiscências na face mésio-vestibular dos terceiros e quartos pré-
molares.  Os defeitos então foram expostos ao acúmulo de placa por três meses. Depois desse 
período, os defeitos foram aleatoriamente destinados a um tipo de tratamento: debridamento com 
retalho aberto (OFD), PDME ou RTG. Durante quatro meses, os cães receberam nicotina 
subcutaneamente (2 mg/kg, e vezes por dia, com um intervalo de 12 horas entre as aplicações). A 
análise histométrica revelou maior extensão de novo cemento nos sítios tratados com PDME em 
comparação com OFD. Não houve diferenças estatísticas entre RTG e os outros grupos. Os autores 
concluíram que, na presença de nicotina, as PDME podem promover maior formação de cemento 
que OFD, enquanto que RTG falhou em promover diferenças significantes.  
 Por meio de um estudo histomorformétrico, Nemcovsky et al (2006) estudaram o efeito das 
proteínas derivadas da matriz do esmalte sobre a regeneração de defeito supra e infra-ósseos 
combinados. Para tanto, foram utilizados 2 grupos de 10 ratos, cada.  Foram criados defeitos ósseos 
na mesial do 1º molar superior. A superfície radicular foi raspada, foi aplicado EDTA a 24% por 2 
minutos e depois foi lavada com água. No grupo teste, as PDME foram aplicadas e no grupo 
controle, somente o alginato propileno glicol. Não houve diferenças significantes estatisticamente 
entre os dois grupos em relação às medidas radiculares e ósseas. O grupo tratado com PDME 
apresentou menor retração gengival, sulco gengival mais profundo e menor epitélio juncional. Novo 
cemento foi encontrado no grupo PDME somente. A freqüência de anquilose foi seis vezes maior no 
grupo controle. A formação óssea foi semelhante entre os dois grupos. Diante dos resultados, os 
autores concluem que as PDME aumentam a cura periodontal nesse modelo.  
 Shirakata et al (2007) avaliaram o padrão de reparo após aplicação cirúrgica de cemento de 
fosfato de cálcio (CPC) em defeitos infra-ósseos de uma parede, com e sem PDME, em cães. Os 16 
defeitos, criados cirurgicamente, foram aleatoreamente designados a um tipo de tratamento: CPC, 
CPC+ PDME, PDME e debridamento com retalho aberto (OFD).  Após análise histológica dos 
defeitos, observou-se que os sítios tratados com PDME apresentaram vários graus de neoformação 
óssea e cementária, enquanto que os sítios tratados com OFD apresentaram apenas limitada 
neoformação tecidual. Os grupos CPC E CPC+ PDME aprensetaram significantemente maior 
regeneração óssea e de cemento, quando comparados com os grupos PDME e OFD. Não foram 
observadas diferenças significantes entre CPC e CPC+ PDME.  
49 
 
 Uma análise comparativa (qualitativa e quantitativamente) dos efeitos do osso humano 
desmineralizado seco e congelado (DFDBA) e PDME foi realizada por Intini et al (2008) em defeitos 
de críticos de calvária de ratos.   Foram então utilizados cinco grupos de cinco ratos, cada. Os dois 
grupos teste tiveram os defeitos preenchidos por DFDBA e PDME. O controle negativo não teve os 
defeitos preenchidos com nenhum material, e o controle positivo teve os defeitos preenchidos com 
colágeno associado à rhBMP-2. Houve ainda um controle não-cirúrgico com a calvária intacta. O 
controle negativo e o teste com PDME não apresentaram formação óssea no centro do defeito, 
sendo que o reparo ósseo se limitou às suas margens. No grupo tratado com DFDBA foram 
encontrados grânulos desse material ainda após oito semanas do implante e um limitado efeito 
osteoindutor foi verificado no centro de defeito. A análise quantitativa mostrou que tanto o DFDBA 
como as PDME tiveram limitada capacidade de induzir formação óssea. Além disso, não houve 
diferença estatisticamente significante entre DFDBA, PDME, e controle negativo. Ao contrário, o 
controle positivo (rhBMP-2) apresentou regeneração óssea consistente ao longo do defeito. Sendo 
assim, o DFDBA e as PDME parecem não ser efetivos na terapia regenerativa de defeitos com 
tamanhos críticos.  
 
2.2.4 Proteínas derivadas da matriz do esmalte: estudos clínicos 
 
 Com a verificação de resultados promissores nos estudos in vitro e in vivo e de confirmada a 
biocompatibilidade e segurança do uso das proteínas derivadas da matriz do esmalte, iniciou-se a 
realização de estudos clínicos, que investigaram a ação dessas proteínas nas diversas condições 
periodontais.  
 Heijl et al (1997) compararam o efeito, em longo prazo, do tratamento cirúrgico de defeitos 
intra-ósseos associado ao gel de proteínas da matriz do esmalte, EMDOGAIN®, e um gel placebo. O 
estudo multicêntrico, caracterizado por um modelo split-mouth, envolveu 33 pacientes que 
apresentavam 34 pares de sítios teste e controle. As avaliações clínica e radiográfica foram feitas 
aos oito, 16 e 36 meses. O ganho médio de inserção clínica do grupo teste em relação ao controle 
aos oito meses foi de 2,1mm e 1,5mm; aos 16 meses foi de 2,3 mm e 1,7 mm e aos 36 meses foi de 
2,2 mm e 1,7 mm, respectivamente, e as diferenças entre os grupos foram estatisticamente 
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significantes a cada período. Para o nível ósseo radiográfico, o grupo teste apresentou, em média, 
um ganho de 0,9 mm, enquanto que o grupo controle apresentou em média uma perda de 0,1 mm 
aos oito meses. Aos 16 meses de avaliação, o grupo teste apresentou um ganho médio inserção de 
2,2 mm e o controle uma perda média de 0,2 mm, e aos 36 meses o grupo teste continuou 
apresentando um ganho ósseo médio de 2,6 mm, comparado aos níveis ósseos inalterados no 
grupo controle. 
 As alterações nos parâmetros clínicos e radiográficos de defeitos ósseos angulares tratados 
com o derivado da matriz do esmalte (EMDOGAIN®) também foram investigadas por Heden et al 
(1999), em uma série de casos clínicos. O estudo compreendeu 108 pacientes e um total de 145 
defeitos intra-ósseos profundos tratados pela aplicação das proteínas da matriz do esmalte adjunto à 
cirurgia periodontal, no entanto, nenhum procedimento controle foi incluído neste estudo. Os 
resultados obtidos um ano após a terapia regenerativa revelaram um ganho médio de inserção de 
4,6 mm e um ganho ósseo radiográfico de 2,9 mm em média, ou o equivalente a uma média de 69% 
de preenchimento ósseo do defeito original. Os autores também consideraram que a média obtida 
no ganho de inserção foi superior a de estudos publicados anteriormente, principalmente devido à 
instituição do mesmo controle rígido de placa e da realização de tratamento periodontal com 
raspagem subgengival previamente à terapia regenerativa. 
  Ainda avaliando as modificações nos parâmetros clínicos de sondagem após tratamento 
regenerativo de defeitos periodontais intra-ósseos com proteínas da matriz do esmalte, Sculean et al 
(1999) publicaram um estudo documentando 32 casos clínicos. Os defeitos angulares apresentavam 
dois e três paredes ósseas e um componente intra-ósseo de pelo menos 6 mm no início do estudo. 
Decorridos oito meses de pós-operatório, constatou-se uma média de redução da profundidade de 
sondagem de 4,4 mm, uma média de recessão gengival de 1,5 mm e um ganho médio no nível de 
inserção de 3,0 mm. A avaliação radiográfica foi apenas qualitativa, revelando uma formação de 
tecido ósseo em 26 dos 32 defeitos.  
 Pontoriero et al (1999) em um estudo clínico controlado e prospectivo, com 40 pacientes, 
avaliaram comparativamente várias técnicas regenerativas com o efeito do tratamento cirúrgico para 
acesso à raspagem radicular. Foram testados três tipos diferentes de membrana e a aplicação 
tópica do gel de proteínas da matriz do esmalte em defeitos ósseos angulares. As quatro 
modalidades apresentaram resultados igualmente efetivos em relação à redução da profundidade de 
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sondagem e ganho de inserção clínica, sendo, contudo, as técnicas regenerativas superiores ao 
procedimento controle (acesso à raspagem), após o período de um ano de avaliação. 
 
 Sculean et al (1999a), em uma seqüência de publicações, compararam o tratamento de 
defeitos intra-ósseos profundos aplicando proteínas da matriz do esmalte e regeneração tecidual 
guiada utilizando membranas reabsorvíveis. O estudo clínico controlado abrangeu 16 pacientes 
apresentando dois defeitos intra-ósseos bilateralmente na mesma maxila, os quais foram tratados 
aleatoriamente com as proteínas da matriz do esmalte e com membranas reabsorvíveis, 
caracterizando um estudo split-mouth. Os resultados obtidos aos oito meses de pós-operatório 
demonstraram para os sítios tratados com as proteínas da matriz do esmalte uma redução média na 
profundidade de sondagem de 3,8 mm, uma retração gengival média de 0,8 mm e um ganho médio 
no nível clínico de inserção de 3,1mm. Os sítios tratados com regeneração tecidual guiada 
apresentaram médias na redução da profundidade de sondagem de 4,0 mm, na retração gengival de 
1,1 mm e no ganho de inserção clínica de 3,0 mm. Os resultados indicaram que as duas 
modalidades terapêuticas melhoraram os parâmetros clínicos investigados de forma significante e 
equivalente. Estes mesmos pacientes foram avaliados três anos mais tarde, em um estudo 
longitudinal (Sculean et al. 2001) e não houve diferenças estatísticas em relação aos resultados 
obtidos anteriormente, concluindo-se que o nível de inserção clínica alcançado com o tratamento 
com PDME e membrana pode ser mantido por um período de até quatro anos. 
 A resposta clínica e histológica em humanos, após tratamentos regenerativos de defeitos 
intra-ósseos, também foi investigada por Sculean et a. (1999b). O estudo compreendeu quatorze 
defeitos intra-ósseos avançados em dentes com extração indicada, que foram tratados 
preliminarmente com derivado da matriz do esmalte ou com membranas reabsorvíveis. Com seis 
meses de pós-operatório, os resultados clínicos demonstraram para o grupo que recebeu tratamento 
com as proteínas do esmalte, um ganho médio no nível de inserção de 3,2 mm, e para o grupo 
tratado com regeneração tecidual guiada esse ganho médio foi de 3,6 mm. As avaliações 
histométricas revelaram para o grupo tratado com as proteínas do esmalte, uma média de 2,6 mm 
de nova inserção de tecido conjuntivo acompanhado de 0,9 mm de novo osso alveolar. No grupo 
tratado com regeneração tecidual guiada, a média de nova inserção de tecido conjuntivo foi de 2,4 
mm e a média de novo osso alveolar foi de 2,1 mm. A avaliação histológica também mostrou que 
52 
 
após ambas as formas de terapia regenerativa, o cemento neoformado tinha um caráter 
predominantemente celular. De acordo com os resultados, os autores concluíram que ambas as 
formas de tratamento promovem formação de nova inserção de tecido conjuntivo, contudo, o 
tratamento com o derivado da matriz do esmalte pode não resultar, de forma previsível, na formação 
de cemento acelular em defeitos intra-ósseos humanos. Além disso, o tratamento com regeneração 
tecidual guiada parece promover regeneração óssea num grau maior do que o tratamento com as 
proteínas do esmalte. 
 Resultados semelhantes foram obtidos por Windisch et al (2002), que também fizeram 
avaliações clínicas, radiográficas e histométricas em 14 dentes com defeitos periodontais avançados 
e indicados para extração. Oito deles foram tratados com membrana reabsorvível e seis com matriz 
derivada do esmalte e reavaliados seis meses após o tratamento. Os autores puderam concluir que 
com exceção da formação de osso, que foi melhor histometricamente no grupo de RTG, nenhuma 
diferença estatisticamente significante ocorreu entre os grupos testados.  
 Sculean et al (2001), em um estudo prospectivo utilizaram 56 pacientes com no mínimo um 
defeito periodontal de pelo menos 6 mm de profundidade de sondagem, e foram aleatoriamente 
tratados com PDME, membranas reabsorvíveis, associação dos tratamentos ou controle. Nestes 
pacientes foram avaliados o índice de placa, índice gengival, sangramento a sondagem, 
profundidade de sondagem, recessão gengival e nível de inserção, antes do tratamento e 
reavaliados após um ano. Os autores puderam concluir que não houve diferença estatística 
significante em nenhum dos parâmetros avaliados nos três grupos testados entre si, e estes 
mesmos grupos mostraram melhores resultados, com diferenças estatisticamente significante, no 
nível de inserção clínica e profundidade de sondagem quando os compara ao grupo controle. Dentro 
deste mesmo grupo, 42 pacientes foram acompanhados durante 5 anos por Sculean et al (2004) 
aonde eles concluíram que os resultados em curto prazo dos tratamentos CO, RTG, PDME e RTG+ 
PDME puderam ser mantidos por um período de 5 anos. 
 Tonetti et al (2002) realizaram um estudo multicêntrico com 172 pacientes portadores de 
periodontite crônica, recrutados em 12 centros em sete países, com pelo menos um defeito infra-
ósseo maior do que 3 mm. Os pacientes foram designados aos seguintes tratamentos: aplicação de 
PDME (teste) ou acesso para raspagem (controle). Os parâmetros clínicos foram avaliados no 
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baseline e após um ano. Após o tratamento, o grupo teste teve maior ganho de inserção e maior 
redução de PS. 
 Sculean et al (2008) avaliaram os resultados de um acompanhamento de 10 anos dos 
seguintes tratamentos de defeitos infra-ósseos: PDME, RTG, PDME +RTG e debridamento com 
retalho aberto (OFD). Trinta e oito pacientes foram tratados com uma das modalidades descritas. Os 
resultados foram avaliados no baseline, no primeiro ano e no 10º ano. O tratamento com PDME 
levou a um ganho médio no nível de inserção clínica (NIC) de 3,4±1,0 mm no primeiro ano e de 
2,9±1,4mm no 10º ano. A RTG resultou num ganho médio no NIC de 3,2±1,4 mm no  primeiro ano e 
de 2.8±1,2 mm no 10º ano. No grupo do tratamento associado, o ganho médio do NIC foi de 3,3±1,1 
mm no primeiro ano e de 2.9±1,2 mm no 10º ano. O tratamento com OFD levou a ganho no NIC de 
2,0±1,2 mm e 1,8±1,1 mm no primeiro e 10º ano, respectivamente. As mudanças no NIC não foram 
estatisticamente significantes em nenhum dos grupos. Os autores concluem que os resultados 
clínicos obtidos com todas as modalidades terapêuticas podem ser mantidos ao longo de um 
período de 10 anos.   
 Em lesões de bifurcação mandibulares classe III de Hamp (1975), o Emdogain, associado 
ou não a membranas reabsorvíveis promoveu um fechamento parcial das lesões de bifurcação em 5 
de 14 casos operados (Donos et al. 2003). Embora lesões de bifurcação classe III sejam defeitos 
ósseos críticos para a regeneração, os autores mostraram que esses tratamentos (Emdogain®, 
Emdogain® +RTG e RTG) produzem algum benefício. Embora a maioria das furcas tenha se 
mantido com a mesma classificação, houve uma redução na profundidade de sondagem de 1,5 a 2 
mm após 12 meses de acompanhamento. Pelo pequeno número de dentes envolvidos, os autores 
não sugerem nenhuma medida terapêutica para o tratamento desse tipo de lesão de bifurcação. 
Entretanto, ressaltam que em alguns casos, o Emdogain pode produzir algum benefício adicional. 
 Em relação a lesões de bifurcação classe II de Hamp (1975), os resultados são mais 
promissores. Donos et al, em 2003, avaliaram 16 lesões de bifurcação mandibulares classe II após o 
tratamento com Emdogain® por 36 meses. Os resultados mostraram um ganho de inserção clínica 
vertical e horizontal estatisticamente significante aos seis meses de acompanhamento (1,3±1,0 e 
1,4±1,2 mm, respectivamente). Contudo o acompanhamento longitudinal mostrou que esse ganho 
não se manteve durante a avaliação, sendo que os valores, principalmente para o nível de inserção 
horizontal, chegaram muito próximos às medidas iniciais. Vale ainda ressaltar que só foi observado 
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ganho significante nas furcas mandibulares vestibulares, enquanto o ganho das furcas linguais foi 
inferior e não significante estatisticamente. Para justificar a ausência de resultados em longo prazo, 
os autores discutem a importância da anatomia do defeito, como a altura da entrada da furca, a 
divergência das raízes, bem como a forma do defeito ósseo.  
 Os resultados clínicos da aplicação do Emdogain® em furcas mandibulares foram 
publicados em uma seqüência de três artigos (Jepsen et al. 2004, Meyle et al. 2004, Hoffmann et al. 
2006). Jepsen et al (2004) mostraram os resultados clínicos principais do uso do Emdogain® e RTG 
em furcas mandibulares livres. Foram avaliados 45 pares de bifurcações contra-laterais por 14 
meses, quando os pacientes foram submetidos a cirurgias de reentrada para avaliação do 
fechamento horizontal da bifurcação. O ganho horizontal nos dentes que receberam as proteínas 
derivadas da matriz do esmalte foi de 2,6±1,8 mm e 1,9±1,4 mm nas bifurcações mandibulares do 
grupo controle. Essa diferença entre os grupos foi estatisticamente significante. Além disso, o 
Emdogain® promoveu o fechamento completo em 8 furcas, enquanto a RTG promoveu o 
fechamento em três defeitos. A análise do pós-operatório também favoreceu o uso do Emdogain®, 
uma vez que ocorreu exposição das membranas, com ocorrência de dor e infecção após a cirurgia. 
 Os resultados secundários desses pacientes foram publicados por Meyle et al (2004). Nessa 
seqüência, os autores mostraram os resultados das variáveis clínicas das lesões de bifurcação em 
que foi aplicado o Emdogain® e daquelas que receberam as membranas bioabsorvíveis (RTG). Foi 
observada diferença entre os grupos apenas na redução da profundidade de sondagem na área da 
bifurcação, a favor do grupo teste. Contudo a significância clínica desse ganho adicional foi 
desprezível. Os autores avaliaram também as mudanças na arquitetura do defeito ósseo após os 
tratamentos. Foi detectada uma diferença estatística para a reabsorção óssea na porção central da 
raiz mesial a favor no Emdogain®. Contudo, também não houve uma diferença clínica significante. 
Também foram correlacionados a forma inicial do defeito e o ganho horizontal de inserção. Não foi 
observada influência da morfologia do defeito na resposta ao tratamento.  
 Dentro dos resultados encontrados, os autores avaliaram a influência das características do 
paciente nos ganhos clínicos conseguidos com os procedimentos regenerativos (Hoffman et al. 
2006). Os autores relataram que em pacientes com pobre higiene, fumantes, do sexo masculino e 
com mais idade, o Emdogain® promoveu um benefício adicional, superior estatisticamente, 
comparado à RTG nas furca mandibulares livres.  
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 Dentro desse contexto, o uso do Emdogain® em furcas mandibulares livres parece 
promover um benefício clínico, mesmo quando utilizado isoladamente. Esse benefício parece ser 
equivalente ao promovido pela técnica de RTG, já fundamentada na literatura. 
 Casarin et al (2008) avaliaram clinicamente, por meio de um estudo prospectivo, 
randomizado, duplo-cego, a utilização das proteínas derivadas do esmalte no tratamento de lesões 
de bifurcações proximais grau II. Foram selecionados 15 pacientes com um par contralateral de 
bifurcações classe II proximais, profundidade de sondagem maior ou igual a 5 mm e sangramento à 
sondagem. Os pacientes foram aleatoriamente designados aos seguintes tratamentos: acesso para 
raspagem (OFD) e condicionamento ácido com EDTA 24% ou condicionamento ácido com EDTA 
24% e aplicação de PDME. Aos seis meses, os ganhos no nível de inserção clínica vertical relativa 
no grupo controle foram de 0.39 +/- 1.00 e no grupo teste de 0.54 +/- 0.95 mm, enquanto que o 
ganho no nível de inserção clínica relativa horizontal foi de 1.21 +/- 2.28 e 1.36 +/- 1.26 mm, no 
grupo controle e teste, respectivamente. Essas diferenças não foram significativas estatisticamente. 
O número de furcas remanescentes entre os grupos teste e controle foi estatisticamente significativo. 
Portanto, o uso das PDME em lesões de furca proximais não promoveu efeitos adicionais na 
redução da profundidade de sondagem ou no ganho de inserção, mas resultou em uma maior taxa 

















              
 Os objetivos do presente estudo foram avaliar, em defeitos do tipo fenestração, não 
contaminados previamente pelo biofilme dental bacteriano, em ratos, na presença ou na ausência de 
fumaça de cigarro (IFC): 1- o efeito das proteínas derivadas da matriz do esmalte (PDME) no padrão 
de cura, histometricamente; 2- o número de osteoclastos na região dos defeitos, através da 


















4 MATERIAIS E MÉTODOS 
             
4.1 Características da amostra 
  Foram utilizados 22 ratos adultos, machos (Rattus Norvergicus, Albinus, Wistar), pesando 
entre 300 e 400g. Os animais foram mantidos no biotério da Faculdade de Odontologia de 
Piracicaba – UNICAMP, em gaiolas plásticas com acesso a comida e água ad libitum. Antes dos 
procedimentos cirúrgicos, os animais passaram por um período de cinco dias para a aclimatação ao 
ambiente do laboratório. Este estudo foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa com animais da 
UNICAMP (protocolo 1440-1). 
4.2 Delineamento experimental 
 Os animais aleatoriamente divididos em 2 grupos (Figura 1):  
1- Teste (n=11): submetidos à IFC por 3 períodos diários de 8 minutos, durante 51 dias, de acordo 
com Benatti et al 2005.  
2-Controle (n=11): animais que animais que não foram expostos à fumaça.  
 Após 30 dias do início da IFC, todos os animais foram submetidos à cirurgia de criação dos 
defeitos tipo fenestração (King et al. 1997 modificado). O estudo seguiu o padrão de boca dividida. 
Para tanto, os grupos teste e controle tiveram sua boca dividida aleatoriamente, através de sorteio, 
em dois subgrupos (Figura 1):   
Lado A (direito) - sem tratamento: os defeitos não receberam nenhum tipo de tratamento. 
Lado B (esquerdo) – tratamento com proteínas derivadas da matriz do esmalte (PDME): os defeitos 
foram preenchidos com PDME (Emdogain®, Straumann, Switzerland). 
 Os animais foram sacrificados 21 dias após o procedimento cirúrgico, de acordo com Benatti 
et al 2005. Antes do sacrifício, os animais foram pesados e, de acordo com o seu peso corpóreo, 
anestesiados com solução de ketamina (1ml/Kg/IM) (Francotar; Virbac do Brasil Industria e 
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Comércio LTDA, Roseira, S.P., Brasil) e cloridrato de xylasina (0,3 ml/kg/IM) (Virbaxil; Virbac do 
Brasil Industria e Comércio LTDA, Roseira, S.P., Brasil). Os animais foram sacrificados e fixados 
através da perfusão transcardíaca de formaldeído 10% em 0,1 M de tampão fosfato (pH 7,4).  
 
               Figura 1: Representação esquemática dos grupos experimentais, modalidades de tratamento. 
 
4.3 Exposição à fumaça de cigarro 
Os animais do grupo 1 foram submetidos à inalação de fumaça de cigarro de acordo com o 
modelo proposto por Nociti et al (2002a). Este modelo utiliza uma recipiente de acrílico 
(45x25x20cm), onde 5 animais são expostos a fumaça de 10 cigarros com concentração de 1,3 mg 
de nicotina, 16,5 mg de alcatrão e 15,2 mg de monóxido de carbono por três períodos diários. O 
recipiente é composto por 2 câmaras interligadas por um orifício. Na primeira ficam armazenados os 
cigarros acesos. Nesta parte há também uma entrada por onde é bombeado o ar, formando uma 
corrente que leva a fumaça para a segunda câmara, onde ficam os animais. Na segunda câmara há 
outro orifício que dá vazão ao ar bombeado (Figuras 2 e 3). Inicialmente os animais passam por um 
período de adaptação de 2 dias, em que no primeiro dia estes ficarão expostos por 3 períodos de 5 
minutos, no segundo dia por 3 períodos de 7 minutos e a partir do terceiro dia os animais foram 





Figura 2: Desenho esquemático representando o mecanismo de exposição à fumaça. Observa-se a câmara um onde os 








             
  
   Figura 3- Câmara de exposição à fumaça de cigarro 
 
4.4 Procedimento cirúrgico 
 Antes da cirurgia, os animais foram pesados e, de acordo com o seu peso corpóreo, 
anestesiados com solução de ketamina (1ml/Kg/IM) (Francotar; Virbac do Brasil Industria e 
Comércio LTDA, Roseira, S.P., Brasil) e cloridrato de xylasina (0,3 ml/kg/IM) (Virbaxil; Virbac do 
 Bomba de AR  
Orifício para a 
vazão do ar 
Câmara 2 Câmara 1 
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Brasil Industria e Comércio LTDA, Roseira, S.P., Brasil). Uma solução de álcool iodado foi utilizada 
para a anti-sepsia do campo operatório. Após tricotomia na região mandibular, foi realizada uma 
incisão superficial, de aproximadamente 2 cm, na altura da comissura lábia, no sentido ântero-
posterior. A fáscia superficial foi separada expondo o músculo masseter. As inserções musculares 
foram incisadas, e tanto o músculo quanto o periósteo, elevados para exposição do tecido ósseo 
mandibular. Com o auxílio de um microscópio cirúrgico, o tecido ósseo que reveste a região 
vestibular da raiz distal dos primeiros molares foi removido com o auxílio de broca esférica número 
4, até que um defeito de 4 mm de comprimento, 2 mm de altura e 1 mm de profundidade foi criado 
(figura 4-12). A margem superior do defeito se localiza logo abaixo da linha mucogengival e acima 
da região apical das raízes, assegurando que os dentes não tenham perdido vitalidade. Em seguida, 
a superfície radicular foi cuidadosamente raspada e alisada com curetas, com o objetivo de remover 
cemento dental, ligamento periodontal e dentina superficial. Os defeitos foram irrigados 
constantemente com solução salina fisiológica (0,9%) para a remoção de fragmentos que possam 
interferir com o processo de reparação. O subgrupo B recebeu o tratamento com as PDME 
(Emdogain®, Straumann, Switzerland) por meio da aplicação das mesmas na região do defeito, 
diretamente com a seringa em que o produto é veiculado, de forma a preencher todo o defeito. Os 
tecido foram recolocados e suturados em plano. 
 Após a cirurgia, os animais receberam uma dose única de antibiótico via intramuscular (1 
ml/Kg/IM) (Pentabiótico; Whitehall LTDA, São Paulo, S.P., Brasil). Nenhuma restrição de 
movimentação ou alimentação foi feita aos animais após a cirurgia, os quais foram mantidos em 










                 Figura 4 - Ilustração esquemática do defeito tipo fenestração criado cirurgicamente (modificado de     




          
 Figura 5- Campo operatório.           Figura 6- Exposição da face vestibular da   
                      mandíbula. 
 
              
   Figura 7- Criação do defeito periodontal.              Figura 8- Exposição da raiz distal do primeiro  
                      molar inferior. 
 
              




                                                   
       Figura 11- Sutura do epitélio.                          Figura 12- Proteínas derivadas da matriz 
                do       esmalte   (Emdogain®,     
           Straumann, Switzerland). 
 
4.5 Análise histomorfométrica 
 Após o período experimental, os animais foram sacrificados e fixados através da perfusão 
transcardíaca com paraformaldeído 10% em 0,1 M de tampão fosfato (pH 7,4). As mandíbulas foram 
removidas completamente, divididas pela sínfise mandibular e fixadas em formol tamponado neutro 
a 10%. A descalcificação foi realizada, após as peças terem sido aparadas, em EDTA 17%, na 
geladeira a 4°C, por aproximadamente 90  
dias, seguindo posteriormente a tramitação laboratorial de rotina. Secções seriadas com 6 µm de 
espessura foram obtidas transversalmente, no sentido ápico-coronal e coradas por hematoxilina e 
eosina (Figura 13). A margem apical e a coronal do defeito foram identificadas pela presença da raiz 
distal desnuda do primeiro molar inferior. Com o auxílio de um programa para análise de imagens 
(Image Pro®, Media Cibernetics, Silver Spring, MD, EUA) 10 secções representativas da região 
média do defeito (24 µm) foram avaliadas em relação a quatro parâmetros: extensão do defeito 
remanescente, área de preenchimento do defeito (novo osso), densidade do novo osso e extensão 
de novo cemento (Figura 13). As análises foram feitas por um único examinador, cego e calibrado. 
Para a obtenção da medida de área, um retículo (quadrados), de 0.08 mm para o parâmetro 
preenchimento do defeito e de 0.06 mm para a densidade do novo osso, foi posicionado de maneira 
que sempre incluísse a região delimitada pela superfície do dente e a superfície externa do tecido 
ósseo.  A extensão do defeito remanescente e de novo cemento foram realizadas por meio de 
medidas lineares ao longo do defeito, tendo como base os bordos do mesmo e ao longo do novo 
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cemento formado, respectivamente. Por fim, as amostras mais representativas foram selecionadas e 
uma análise morfológica descritiva realizada.  
 
       Figura 13- Ilustração   esquemática    dos    parâmetros histométricos  avaliados (modificado de                        
            Benatti et al. 2005). 
 
 
4.6 Análise histoquímica 
 A coloração pela reação de fosfatase ácida resistente ao ácido tartárico (TRAP) foi realizada 
para indentificar e quantificar as células osteoclasticas na região do defeito de fenestração. Secções 
seriadas com 6 µm de espessura foram obtidas. Os cortes foram encubados por 2h a 37°C em 
câmara úmida com uma solução para detecção de Fosfatase Ácida Tartarato Resistente (Sigma), 
contendo: Nafotl AS-BI fostato, acetato de sódio, Fast Red Garnet GBC, Solução de Tartarato e 
Nitrato de Sódio. Após encubação, os cortes foram lavados em água corrente por 30 minutos e 
contra-corados com hematoxilina por 50 segundos. Com o auxílio de um programa para análise de 
imagens (Image Pro®, Media Cibernetics, Silver Spring, MD, EUA) 2 secções representativas da 
região média do defeito foram avaliadas em relação ao número de osteoclastos na região do defeito 
de fenestração. Os limites do defeito foram determinados pelos bordos de osso pré-existente e pela 
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linha reversa, que marca a linha limítrofe entre o osso pré-existente e o osso e o tecido fibroso 
neoformados. Essa linha representa a cessação da atividade osteoclástica e o início da atividade 
osteoblástica (Benatti et al. 2005). O número de osteoclastos foi calculado de acordo com a área do 
defeito (mm2). 
 
4.7 Análise estatística 
 Uma vez obtidos os dados de cada defeito, médias representativas de cada animal foram 
obtidas. Em relação aos parâmetros extensão do defeito remanescente e extensão de novo cemento 
e número de osteoblastos, constatou-se que os dados não atendem as pressuposições de uma 
análise paramétrica pelo procedimento PROC LAB do programa estatístico SAS (Software Statistical 
Analisys System - versão 8.2). Assim, os mesmos foram analisados pelos testes de Mann Whitney 
para comparação entre os grupos e Wilcoxon para comparação entre os tratamentos. Em relação 
aos parâmetros preenchimento do defeito e densidade do novo osso, constatou-se que os dados 
atendem as pressuposições de uma análise paramétrica pelo procedimento PROC LAB do programa 














             
 A cicatrização ocorreu com sucesso em todos os animais de ambos os grupos. Houve 
cicatrização por primeira intenção em todos os animais, sem invaginação de epitélio oral ou da pele. 
Os animais se recuperaram completamente da cirurgia, continuaram se alimentando e ganhando 
peso gradativamente. Não foram notados efeitos adversos nos animais do subgrupo B. A análise 
histológica mostrou que dentro da área do defeito houve um preenchimento composto de novo osso 
e tecido fibroso. O cemento formado apresentou-se sob forma de pequenas espículas distribuídas 
de forma não uniforme na região do defeito (Figura 25). Além disso, foi predominantemente do tipo 
celular, já que os pequenos pontos de cemento ao longo do defeito apresentaram células em menor 
ou maior quantidade. Não houve anquilose em nenhum dos animais. A formação de novo osso foi 
claramente observada ao longo do defeito em ambos os grupos (Figuras 19 e 20). Não foi observada 
a presença de remanescentes das proteínas derivadas da matriz do esmalte (Figuras 21 e 22).  
 A análise histomorfométrica revelou que não houve diferença estatística entre os grupos 
(influência da IFC) em relação à extensão do defeito remanescente, tanto no subgrupo A 
(regeneração espontânea) (0.04 ± 0.10 mm, 0.04 ± 0.07 mm para os grupos 1 e 2 respectivamente, 
P>0.05),  como no subgrupo B (EMP) (0.03 ± 0.03 mm, 0.03 ± 0.08 mm para os grupos 1 e 2, 
respectivamente, P>0.05). A análise intragrupo também demonstrou que não houve diferenças 
estatisticamente significantes para o esse parâmetro no grupo 1 (0.04 ± 0.10 mm, 0.03 ± 0.03, para 
os subgrupos A e B, respectivamente, P>0.05) e no grupo 2 (0.04 ± 0.07 mm, 0.03 ± 0.08 mm, para 
os subgrupos A e B, respectivamente, P>0.05). Houve apenas diferenças numéricas favorecendo o 
grupo 2. 
 Em relação ao preenchimento do defeito, a análise intergrupo demonstrou que não houve 
diferenças estatisticamente significantes no subgrupo A (95.66 ± 2.07%, 96.49 ± 1.19 para os 
grupos 1 e 2, respectivamente, P>0.05) e no subgrupo B (97.22 ± 1.15%, 97.65 ± 1.01% para os 
grupos 1 e 2, respectivamente, P>0.05), houve somente uma tendência numérica favorecendo o 
grupo 2. A análise intragrupo (influência das proteínas derivadas da matriz do esmalte) revelou que 
houve diferenças significativas em relação ao preenchimento do defeito, no grupo 1 (95.66 ± 2.07% , 
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97.22 ± 1.15%,para os subgrupos A e B, respectivamente, P≤0.05) e no grupo 2 (96.49 ± 1.19%, 
97.65 ± 1.01%, para os subgrupos A e B, respectivamente, P≤0.05). 
 O parâmetro extensão de novo cemento, na análise intergrupo, também não mostrou 
diferenças significativas no subgrupo A (0.04 ± 0.02 mm, 0.04 ± 0.01 mm, para os grupos 1 e 2, 
respectivamente, P>0.05) e no subgrupo B (0.13 ± 0.14 mm, 0.09 ± 0.04 mm, para os grupos 1 e 2, 
respectivamente, P>0.05) e mais uma vez observou-se que, numericamente, o grupo 2 apresentou 
valores superiores . Já a análise intragupo mostrou diferenças estatisticamente significantes no 
grupo 1 (0.04 ± 0.02 mm, 0.13 ± 0.14, para os subgrupos A e B, respectivamente, P≤0.05) e no 
grupo 2 (0.04 ± 0.01 mm, 0.09 ± 0.04 mm, para os subgrupos A e B, respectivamente, P≤0.05). 
 No parâmetro densidade do novo osso, a análise intergrupo mostrou diferenças 
estatisticamente significativas no subgrupo A (40.00 ± 11.37%, 57.91 ± 5.60%, para os grupos 1 e 2, 
respectivamente, P≤0.05) e no subgrupo B (52.35 ± 11.72%, 70.38 ± 5.48%, para os grupos 1 e 2, 
respectivamente, P≤0.05). No entanto, a análise intragrupo demonstrou que não houve diferenças 
estatisticamente significantes no grupo 1 (40.00 ± 11.37%, 52.35 ± 11.72%, para os subgrupos A e 
B, respectivamente, P>0.05) e no grupo 2 (57.91 ± 5.60%, 70.38 ± 5.48%,   para os subgrupos A e 
B, respectivamente, P>0.05).  Houve apenas diferenças numéricas favorecendo o grupo 2.  
 A reação de fosfatase ácida resistente ao ácido tartárico (TRAP), mostrou que a expressão 
de osteoclastos na região do defeito de fenestração, na análise intergrupo, foi significativamente 
maior no subgrupo B (26.75 ± 19.16, 20.25 ± 9.51, os grupos 1 e 2, respectivamente, P≤0.05), 
quando comparado com o subgrupo A (23.29 ± 20.24, 9.00 ± 7.02, para os grupos 1 e 2, 
respectivamente, P≤0.05). A análise intragrupo mostrou que não houve diferenças estatisticamente 
significantes no número de osteoclastos entre o grupo 1 (23.29 ± 20.24, 26.75 ± 19.16, para os 
subgrupos A e B, respectivamente, P>0.05). Os valores do subgrupo B foram numericamente 
superiores, quando comparados com os do subgrupo A. No entanto, entre o grupo 2, houve 
diferenças estatisticamente significativas (9.00 ± 7.02, 20.25 ± 9.51, para os subgrupos A e B, 
respectivamente, P<0.05). Os resultados das medidas histométricas estão sumarizados nas figuras 
14 a 18, e as fotomicrogafias, nas figuras 19 a 28. 




 Figura 14: Média e  desvio    padrão   (mm)   da   extensão    do    defeito  remanescente.   Não  houve  
    diferenças estatísticas na análise intra e intergrupo (p>0,05). 
   
 
     Figura 15: Média e desvio padrão (%) do preenchimento do defeito. Não houve diferenças  estatísticas na  




     Figura 16: Média e desvio padrão (%) da densidade de novo osso. Houve diferenças estatísticas  
             na análise intergrupo (p≤0,05). Não houve diferenças entre os tratamentos (p>0,05). 
 
 
    Figura 17: Média e desvio padrão (mm) da extensão de  novo   cemento.  Não houve diferenças        
                      estatísticas na análise  intergrupo (p>0,05). *Tratamentos estatisticamente significantes (p≤0,05). 





       Figura 18: Média e desvio padrão (nº/mm2) de osteoclastos.  Não houve diferenças estatísticas        














Figura 19: Ilustração histológica da cicatrização periodontal após 21 dias da criação do defeito periodontal (corante H&E) 
do grupo 1 . A – defeito sem tratamento; B – defeito tratado com PDME. As linhas nas figuras A e B correspondem a 







Figura 20: Ilustração histológica da cicatrização periodontal após 21 dias da criação do defeito periodontal (corante H&E) 
do grupo 2 . A – defeito sem tratamento; B – defeito tratado com PDME. As linhas nas figuras A, B correspondem a 




Figura 21: Ilustração histológica da cicatrização periodontal após 21 dias da criação do defeito periodontal (corante H&E) 
do grupo 1 . A – defeito sem tratamento; B – defeito tratado com PDME. As setas nas figuras A e B correspondem ao 








Figura 22: Ilustração histológica da cicatrização periodontal após 21 dias da criação do defeito periodontal (corante H&E) 
do grupo 2 . A – defeito sem tratamento; B – defeito tratado com PDME. As setas nas figuras A, B correspondem ao 






Figura 23: Ilustração histológica da formação de cemento na região da raiz instrumentada (corante H&E). A – cemento 
neo-formado (Aumento 20X). Barra = 100 µm; B – a seta aponta a região de cemento neo-formado em maior detalhe. D 




Figura 24: Ilustração histológica da cicatrização  periodontal   após  21  dias  da criação do    defeito  periodontal    
(corante    TRAP)  na região da raiz instrumentada .  As setas apontam os osteoclastos TRAP positivos. A linha sinuosa 
representa a região instrumentada da raiz. D – dentina, CP – cemento pré-existente, LP – ligamento periodontal, P – 




Figura 25: Ilustração histológica da cicatrização  periodontal  após  21  dias  da   criação do    defeito  periodontal    
(corante    TRAP)     do      grupo    1, na região da raiz instrumentada . As setas apontam os osteoclastos TRAP 
positivos. A linha sinuosa representa a região instrumentada da raiz.  A – defeito  com    regeneração espontânea;  B – 





 Figura 26: Ilustração histológica da cicatrização periodontal após  21  dias  da   criação do    defeito  periodontal    
(corante    TRAP)     do      grupo    2, na região da raiz instrumentada . As setas apontam os osteoclastos TRAP 
positivos. A linha sinuosa representa a região instrumentada da raiz.  A – defeito  com    regeneração espontânea;  B – 




 Figura 27: Ilustração   histológica     da     cicatrização    periodontal   após 21 dias da criação do defeito periodontal 







Figura 28: Ilustração histológica da cicatrização periodontal  após 21   dias da criação do defeito periodontal (corante 





             
 O presente estudo avaliou histologicamente, em ratos, o efeito das proteínas derivadas da 
matriz do esmalte no padrão de cura de defeitos do tipo fenestração, na presença ou na ausência de 
fumaça de cigarro. A análise dos dados demonstrou que a exposição à fumaça de cigarro reduziu 
significativamente a densidade do osso neoformado, quando comparados ao grupo controle. As 
proteínas derivadas da matriz do esmalte exerceram influência positiva, estatisticamente 
significativa, nos parâmetros preenchimento do defeito e extensão do novo cemento, em ambos os 
grupos. Dentro do conhecimento dos autores, este é o primeiro estudo que investigou a capacidade 
das proteínas da matriz do esmalte em afetar a cicatrização periodontal, sem a presença de biofilme 
dental, na presença de fumaça de cigarro. 
 As proteínas derivadas da matriz do esmalte são derivadas de partes do germe dentário de 
suínos e sua utilização tem sido de forma tópica na regeneração dos tecidos periodontais. Sua 
plausibilidade biológica está baseada no fato de que essas proteínas estão relacionadas a eventos 
críticos na morfogênese dental, e desta forma, elas poderiam aumentar a regeneração dos tecidos 
moles e duros (Hammarstrom et al. 1997).  Esse estudo se focou na influência das PDME na 
regeneração de defeitos de fenestração em ratos expostos à fumaça de cigarro. O principal achado 
do presente trabalho consiste no fato de que PDME exerceram influência positiva na formação de 
cemento nesse modelo de fenestração em ratos. Esses resultados estão de acordo com os 
resultados de estudos prévios com esse mesmo modelo, em que a regeneração de cemento foi 
observada com a utilização de técnicas regenerativas (King et al. 1997; King & Hughes, 2001; Zhao 
et al. 2004, Huang et al. 2005). No entanto, estes achados se diferem dos de Benatti et al. (2005), 
em que não foi observada a formação de cemento em nenhum dos grupos estudados (controle, 
administração de nicotina e exposição à fumaça de cigarro). Neste último trabalho, o processamento 
das peças se difere do que foi realizado nesse estudo, já que no primeiro caso utilizou-se para a 
descalicificação a Solução de Morse, e no segundo, a solução de EDTA a 17%, que conserva 
melhor as estruturas. Além disso, no presente estudo realizou-se o sacrifício por perfusão cardíaca 
com paraformaldeído, o que contribui para a preservação dos tecidos nos cortes histológicos. Assim 
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como no presente estudo, Huang et al. (2005) mostraram formação de cemento também no grupo 
em que não foi admistrado nenhum material regenerador. O fato de que as PDME produziram 
formação de cemento significantemente maior sugere que essas proteínas têm como um dos seus 
alvos as células precursoras de cementoblastos ou os prórpios cementoblastos. Apesar de essas 
células não terem seu fenótipo totalmente caracterizado, estudos sugerem que elas sejam 
semelhantes a osteoblastos, incluindo a produção de osteocalcina e sialoproteína óssea. Embora 
tenha sido observada formação de cemento em ambos os subgrupos e a mesma tenha sido 
significantemente maior na presença das proteínas derivadas da matriz do esmalte, foram 
observadas apenas algumas espículas esparsas na região da raiz instrumentada e não de forma 
uniforme ao longo de toda a raiz, assim como relatados em estudos prévios (King 1997, 1998a, b, 
King & Hughes 1999, 2001).  Esta observação leva à verificação de que o cemento tem uma 
capacidade limitada de regeneração, tanto espontânea como na presença dessas proteínas, mesmo 
na ausência de exposição prévia ao biofilme dental. Desta forma, ainda são necessários estudos 
para avaliar o potencial de regeneração do cemento, e quais os fatores, celulares e moleculares, 
estão envolvidos nesse processo.  
 Estudos com culturas de células demonstraram que as proteínas derivadas da matriz do 
esmalte têm efeito na adesão celular, mitose, biossíntese, diferenciação e proliferação dos 
fibroblastos (Gestrelius et al. 1997, Cattaneo et al. 2003). Mecanismos específicos da ação das 
proteínas em contato com as células, nos primeiros momentos de cicatrização, parecem ter um tipo 
específico de ação que melhora a adesão de fibroblastos do ligamento periodontal, porém não tem 
efeito sobre fibroblastos gengivais e células epiteliais, (Van Der Pauw et al., 2000), indicando um 
comportamento seletivo, considerado vantajoso nos estágios iniciais de cicatrização para a formação 
de uma regeneração (ligamento, cemento e osso) e um epitélio juncional de menor extensão. Além 
disso, Tokiyasu et al. (2000), verificaram que PDME são capazes de estimular a proliferação de 
células mesenquimais indiferenciadas, o que poderia auxiliar a justificar nossos achados em relação 
à formação aumentada de cemento nos subgrupos tratados com PDME. No entanto, os mecanismos 
pelos quais essas proteínas desencadeiam o processo de cementogênese ainda não foram 
elucidados.  No presente estudo, o cemento formado após a aplicação das PDME foi 
predominantemente do tipo celular. Embora o princípio das proteínas derivadas da matriz do esmalte 
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tenha sido desenvolvido com a premissa da formação de cemento acelular com fibras extrínsecas, 
como demonstrado em estudos animais e humanos (Hammarstrom 1997, Hammarstrom et al., 1997, 
Heijl 1997), o cemento formado em defeitos periodontais intraósseos em humanos é principalmente 
celular (Sculean et al., 1999) ou misto celular/acelular (Sculean et al., 2000). Porém, nesse trabalho, 
quando os pequenos pontos de deposição de cemento ao longo do defeito apresentaram células, 
em menor ou em maior quantidade, ele foi classificado como cemento celular. 
 Em relação ao preenchimento ósseo do defeito, o presente trabalho mostrou efeito positivo 
da utilização das proteínas derivadas da matriz do esmalte sobre esse parâmetro. As EMP têm sido 
associadas à indução de formação de FGF2, associada ao estímulo à produção de COX2 e PGE2. A 
PGE2 tem importante papel na remodelação óssea e o FGF2 tem influência na redução de MMP-1 e 
de RNAm de MMP-1. Essa substância é responsável pela degradação do colágeno. Essas proteínas 
ainda têm sido relacionadas ao estímulo de outros fatores como IGF-I, TGF- β1E CTGF. Assim, as 
PDME parecem favorecer a formação óssea pela regulação da liberação de fatores de crescimento 
(Okubo et al. 2003, Shimizu et al. 2005, Suzuki et al 2005, Heng et al. 2007). Além disso, as 
proteínas derivadas da matriz do esmalte estimulam tanto a proliferação como a diferenciação de 
células osteoblásticas (He et al. 2004, Hagewald et al. 2004) e favorecem a produção de 
osteocalcina, osteoprotegerina, fosfatase alcalina  e sialoproteína óssea (He et al. 2004, Hagewald 
et al. 2004, Galli et al. 2006).  
 Os resultados deste trabalho indicam que o número de osteoclastos foi significantemente 
maior no subgrupo tratado com as proteínas derivadas da matriz do esmalte no grupo 2 e 
numericamente maior no mesmo subgrupo, no grupo 1. Esses achados corroboram com os estudos 
que demonstram vias de atuação na remodelação óssea por essas proteínas via RANKL/RANK e 
RANKL/OPG. He et al. (2004) verificaram maior proliferação e diferenciação de osteoblastos e 
inibição da osteoclastogênese, indiretamente, pelo estímulo da produção de OPG diante do uso de 
PDME. Otsuka et al. (2005) e Itoh et al. (2006) verificaram maior expressão de osteoclastos através 
do aumeto da expressão de RANKL pelos osteoblastos. Portanto, as proteínas derivadas da matriz 
do esmalte parecem exercer influência importante na comunicação entre osteoblastos e 
osteoclastos, o que promove um micro-ambiente adequado para a regeneração periodontal. Talvez 
esse resultado se deva ao fato de que as PDME estimulam a diferenciação de células mesenquimais 
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indiferenciadas, o que resultaria numa quantidade aumentada tanto de osteoblastos como de 
osteoclastos.  
 Clinicamente, os efeitos das proteínas derivadas da matriz do esmalte em fumantes foram 
pouco estudados. Parodi et al. (2000) avaliaram a aplicação das proteínas derivadas da matriz do 
esmalte na regeneração periodontal de defeitos intra-ósseos. Os parâmetros clínicos foram 
examinados no baseline e após 1 ano. Verificou-se que não houve diferenças significativas na 
redução de profundidade de sondagem e no ganho de inserção clínica entre defeitos de 1 e 2 
paredes, entre periodontite localizada ou generalizada ou entre fumantes e não fumantes. Foram 
encontradas diferenças significativas no nível de inserção apenas em relação à profundidade dos 
sítios. Hoffmann et al (2006) também avaliaram os efeitos das proteínas derivadas da matriz do 
esmalte, mas neste caso em defeitos de furca tipo II. Nesse estudo foram avaliados fatores dos 
pacientes como tabagismo, idade, gênero, hipertensão e estatus de higiene bucal. O tratamento com 
PDME reduziu os efeitos negativos de fatores dos pacientes, como o tabagismo, sobre os 
parâmetros clínicos.  
 Em relação à influência da fumaça de cigarro no presente estudo, a análise intergrupo 
revelou que a inalação de fumaça de cigarro influenciou negativamente, de forma significante, a 
densidade do novo osso. Esses achados estão de acordo com os de Benatti et al. (2005), em que 
também foram verificadas diferenças significativas entre o grupo exposto à fumaça e o grupo 
controle. A formação de nódulos minerais em culturas de células ósseas reduziu significantemente 
após exposição a hidrocarbonetos da fumaça de cigarro (Andreou et al. 2004, Tanaka et al. 2005). 
Ratos machos, após administração peri-oral de nicotina, apresentaram menor conteúdo 
mineralizado, quando comparado com o grupo controle (Broulik & Jarab 1992). Esses achados 
poderiam ajudar a explicar, em parte, os resultados encontrados em relação à densidade óssea no 
presente estudo. Além disso, sabe-se que o tabagismo pode exercer um efeito tóxico sobre o osso 
reduzindo a absorção de cálcio (Kral & Dawson-Hughes 1991) e a formação óssea (Riebel et al. 
1995) e outro componete da fumaça de cigarro, o cadmio, tem sido relacionado com a ocorrência de 
efeitos negativos sobre o tecido ósseo (Kaji et al. 1988,1991, Bhattacharyya et al. 1988, 1992).  
 Muitos trabalhos clínicos têm comparado a resposta de fumantes e não fumantes a diversos 
procedimentos terapêuticos periodontais.  Dentre esses estudos, foram feitas análies diante de 
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terapias cirúrgicas e não–cirúrgicas. A maioria destes estudos mostra uma menor progressão nos 
parâmetros clínicos de pacientes fumantes quando comparados aos não fumantes (Kaldahl et al., 
1996; Trombelli & Scabbia, 1997; Jin et al., 2000; Williams et al., 2001; Scabbia et al., 2001; 
Trombelli et al., 2003; Stavropoulos et al., 2004). Num acompanhamento longitudinal de seis anos, 
pacientes fumantes obtiveram em média 50% menos ganho de inserção e diminuição de 
profundidade de sondagem do que os não fumantes (Ah et al., 1994). Em outro estudo retrospectivo, 
Papantonopoulos (1999) demonstrou que após terapia não-cirúrgica o cigarro exerceu influência 
sobre o reparo periodontal de três maneiras diferentes: a porcentagem de redução na profundidade 
de sondagem em bolsas maiores que 6 mm foi menor em fumantes, a correlação entre a 
porcentagem residual de bolsas maiores que 6mm em fumantes se correlacionou significativamente 
às porcentagens iniciais e que o fumo foi um fator preditor na porcentagem de dentes que 
necessitaram de tratamento adicional. Scabbia et al. (2001) avaliaram os resultados do acesso à 
raspagem (FDS) em fumantes e em não fumantes. Foram incluídos sítios com pelo menos 4 mm de 
profundidade de sondagem. Dentre os pacientes selecionados, 28 eram fumantes e 29 não 
fumantes. Os parâmetros clínicos foram avaliados no baseline e após 6 meses. Os resultados 
demostraram que a redução na profundidade de sondagem e o ganho de inserção clínica foram 
menores nos fumantes com bolsas profundas, quando comparados com os não fumantes. 
 No presente estudo foi utilizada a inalação de fumaça de cigarro. No entanto, a nicotina é o 
maior constituinte da fase particulada da fumaça de cigarro e substância mais citotóxica e vasoativa. 
Estudos demonstram que a nicotina pode inibir a revascularização (Daftari et al., 1994), ter um 
impacto negativo no reparo ósseo (Liu et al. 2003, Gullihorn et al. 2005), e alterar a expressão de 
várias citocinas, dentre elas as associadas a neovascularização e diferenciação osteoblástica 
(Theiss et al., 2000, Tanaka et al. 2006). Quando o processo de cura esgota o suprimento local de 
células e moléculas de sinalização, a renovação deste contingente é essencial para a vascularização 
e atividade de células ativadas endogenamente durante a fase inicial do reparo ósseo. Sendo assim, 
o suprimento sanguíneo tem papel essencial durante todo o processo. O efeito vasoconstritor que a 
nicotina exerce sobre a microcirculção pode inibir a resposta angioblástica durante a 
revascularização da região e limitar a presença de fatores importantes, como as citocinas. A nicotina 
também parece influenciar a proliferação de fibroblastos gengivais e aumentar a atividade de 
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colagenases (Peacock et al., 1993), além de diminuir a síntese de fibronectina e colágeno tipo I por 
células do ligamento periodontal (Tipton & Dabbous, 1995). 
 Analisando-se o efeito das PDME na presença de compostos do tabaco sobre a formação 
de cemento, Pimentel et al. (2004), em um estudo em cães submetidos à administração de nicotina, 
registraram maior formação de novo cemento (p<0.05) no grupo tratado com proteína derivada da 
matriz do esmalte, quando comparados aos defeitos tratados com retalho para raspagem e 
alisamento radicular, demonstrando um potencial neoformador de cemento quando se utiliza a 
proteína. Como se utilizou nesse estudo a exposição à fumaça de cigarro e esta possui em sua 
composição mais de 4000 substâncias tóxicas, é necessário analisar a influência de algumas dessas 
substâncias sobre o reparo dos tecidos periodontais. Dentre essas substâncias, destacam-se 
componentes voláteis como a acroleína e o acetaldeído. Esses dois componentes da fumaça têm 
seu efeito negativo sobre os tecidos periodontais comprovado na literatura. Carnevalli et al. (1998) e 
Coppe et al. (2008) verificaram os efeitos dessas substâncias sobre fibroblastos do ligamento 
periodontal. Além disso, outro componente da fumaça, o monóxido de carbono, tem uma grande 
afinidade pela hemoglobina. Sua ligação é 200 vezes maior do que a do oxigênio, 
conseqüentemente, diminui a capacidade desta célula de oxigenar os tecidos (Silverstein, 1992). 
César-Neto et al. (2003) mostraram que o efeito negativo da fumaça de cigarros no reparo ao redor 
de implantes, pode estar relacionado a mais de uma molécula presente na fumaça e que a nicotina 
contribui apenas parcialmente com estes resultados.  
 A classificação do perfil do indivíduo fumante tem sido um fator de confundimento nos 
estudos epidemiológicos. Relatos imprecisos podem ocorrer devido ao metabolismo individual, 
freqüência e quantidade de inalação de fumaça, capacidade de diluição do ar no ambiente, e até a 
marca do cigarro (Benowitz et al., 1999). Outro fator considerado pode ser a abstenção do real perfil 
de tabagismo pelo próprio indivíduo. A validação bioquímica do consumo de cigarros parece ser útil 
na minimização da influência de fatores de confundimento em estudos clínicos, principalmente para 
se determinar se o fumante é leve, moderado ou severo. A medida do nível de monóxido de carbono 
no ar expirado pode ser uma forma auxiliar para se diagnosticar o estatus do tabagismo, quando 
associado ao estatus auto-definido pelo indivíduo (Picard et al. 2007).   Em estudos com animais, 
estes fatores podem ser mais controlados, e já foi relatado previamente (César-Neto et al., 2003) 
que o regime de exposição à fumaça de cigarro utilizado neste estudo, promove níveis séricos de 
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cotinina similares ao consumo de 10 a 20 cigarros/dia (Gonzalez et al., 1996). Benatti et al.(2005) 
avaliaram a influência da fumaça do cigarro e da nicotina na regeneração periodontal espontânea 
em ratos e observaram que a fumaça do cigarro diminuiu a densidade óssea e o preenchimento do 
defeito. Entretanto, comparações com humanos devem ser feitas com cautela devido a diferenças 
no metabolismo de nicotina entre humanos e ratos, e da frequência da inalação de fumaça realizada 
neste estudo. Além disso, embora o tecido ósseo de ratos seja considerado similar ao tecido ósseo 
humano no que se refere à resposta à hormônios, influências mecânicas e outros agentes (Frost & 
Jee 1992) deve-se considerar que o ato de fumar deve ter efeitos diretos na mucosa bucal, 
diferentes dos efeitos gerados pela inalação apenas, uma vez que no primeiro caso, podem existir 
efeitos diretos gerados pelo calor, pela presença física da fumaça na boca e pela possível maior 
concentração desses componentes no ambiente bucal. 
 O modelo do defeito do tipo fenestração em ratos, criado pelo grupo de King e 
posteriormente modificado (Jin et al., 2003; Zhao et al., 2004), tem se mostrado eficaz no estudo da 
regeneração periodontal em sítios não contaminados. Embora este modelo não possua o tamanho 
crítico para regeneração periodontal, ele serve adequadamente para se examinar a dinâmica dos 
processos de cura. Dentro do conhecimento dos autores, não há modelo críticos para reparo 
periodontal em ratos. Este modelo pode ser facilmente padronizado e pode ser reprodutível em 
relação ao tamanho, configuração e estabilidade, de acordo com a experiência do operador (Kasugai 
et al. 1991, Lekic et al. 1996). Embora este modelo tenha diversas vantagens, existem muitas 
diferenças em relação à condição humana. A primeira consiste na ausência de biofilme bacteriano, 
que foi eliminada deste modelo para simplificação do mesmo. Além disso, o reparo desse modelo 
acontece, inclusive, espontaneamente. Outra diferença entre esse modelo e a condição humana é a 
ausência da migração apical do epitélio juncional. Em humanos, essa migração pode ser impedida 
pelos efeitos das proteínas derivadas da matriz do esmalte sobre a inibição e proliferação das 
células epiteliais (Nguyen et al. 1997, King et al. 1997, Rajshankar et al. 1998). Chano et al. (2003) 
verificaram mínimo efeito das proteínas derivadas da matriz do esmalte sobre a diferenciação celular 
e grande aumento na área de osso neoformado e na densidade de osteopontina  e de matriz 
marcada para sialoproteína óssea. Portanto, esse modelo é sensível ao ponto de detectar 
importantes alterações biológicas no reparo periodontal.  
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 Analisados conjuntamente, os resultados indicam que as proteínas derivadas da matriz do 
esmalte favoreceram o preenchimento do defeito e a formação de cemento. No entanto, a influência 
negativa da fumaça de cigarro não foi eliminada com o tratamento com essas proteínas, visto que, 
embora tenha existido melhora nos parâmetros citados, a fumaça de cigarro ainda influenciou 























             
 Dentro dos limites do presente estudo, conclui-se que as proteínas derivadas da matriz do 
esmalte podem melhorar o reparo periodontal na presença dos compostos do tabaco.  No entanto, 
as proteínas derivadas da matriz do esmalte não foram capazes de contornar os efeitos negativos da 
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